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The emergence and re-emergence of antibiotic multi-resistant foodborne bacteria are
one of the most important source of concern worldwide. Recently, Staphylococci spp. and
Macrococcus have received increasing attention due to their possible potential of
enterotoxigenicity and dissemination of resistance genes found on mobile genetic elements.
The present study aimed firstly to investigate the diversity and antimicrobial susceptibility
profil of strains isolated from raw sausages in Algeria using MALDI-TOF MS. All strains
were subjected to PCR real time and confirmed by PCR standard to detect the mecA/mecC
genes. Secondly, a consumer sausage purchasing survey was designed to investigate potential
risk factors that have a significant association with the occurrence of foodborne poisoning
among sausage consumers’ behavior and its relationship with independent variables. Also, to
explore vulnerable groups at risk. Thirdly, to assess the evolution of the cases and estimate
behaviors awards antibiotics use after food-borne poisoning for targeted sick/hospitalized
Algerian consumers

A total more than 300 butcheries from thirteen departments (Daira) of Algiers with more than
50 municipalities were included randomly in these studies to collect raw sausage samples and
to distribute 1500 structured questionnaires to meat consumers. Our three studies were
conducted at the same time, between June 2016 and june 2019. Sausage samples were taken
once per butchery to estimate the prevalence of Staphylococci spp. and S. aureus
contamination and therefore deduct the quality assessment of raw sausage (Merguez) sold in
Algiers, Algeria. All isolated strains were tested for their antimicrobial resistance.
Furthermore, questionnaires were distributed and used to collect information on various
aspects of sausage consumption, foodborne disease and their evolution, consumption habits
and antibiotics use behaviors. The data collected were analyzed with different statistical
approaches, such as the Chi-square test and the odds ratio (OR) univariable logistic model.
All the risk factors were analyzed by studying their association with the occurrence of
consumers who claimed to have food poisoning after consuming sausage.

The overall prevalence of S. aureus contamination from sausages was 25.22% (n=58/230).
Over 83.33% of strains showed resistance to at least one of the antibiotics tested. The most
important was for tetracycline (58%) followed by fosfomycin (33%), penicillin G (25%), and
oxacillin (36%). Moreover, the multiple antibiotic resistance (MAR) index include 20 profiles
with MAR >0.2. Of a total of 84 strains included in this study, 73 (86.90%) strains were
identified Staphylococci spp. including S. saprophyticus (32.87%), S. aureus (28.76%), S.
sciuri (10.95%), S. xylosus (8.21%), S. gallinarum (5.47%), S. vitulinus (4.10%), and S.
equorum, S. lentus, S. haemolyticus, with 2.73% followed by S. warneri (1.36%). The rest
represented Macrococcus caseolyticus with 13.09% (n=11/84). The MSP dendrogram
revealed 4 distinct clusters according to an arbitrary cut-off at the distance level of 500. All S.
aureus strains were severely resistant against B-Lactamines (93.65%). For S. saprophyticus,
fusidic acid (62.50%) and doxymycin (70.83%) were the most resistance recorded. Thus, M.
caseolyticus strains were revealed resistance profile against cefoxitin/erythromycin (63.63%),
and clindamycin/tetracyclines (54.54%). There was no resistance to vancomycin. We have
detected mecA gene in 5 methicillin-resistant strains confirmed by PCR, with prevalence of
23.80%. Overall, 66.67% of S. aureus isolates were positive for at least one of seven
enterotoxins genes identified and 19.05% harboured two to four enterotoxin genes. The
predominant ones were seb (38.09%); followed by sea, see, seg, she with (14.28%), and sed
with (9.52%).



No isolates harboured enterotoxin genes sec were enregistred. S. aureus and Macrococcus
caseolyticus isolates found in Algiers raw sausage had enterotoxin genes with predominance
of seb and see, respectively and demonsrate that not only S. aureus but also S. haemolyticus,
S. sciuri and M. caseolyticus were considred like potential hazard for consumers.More, a
combination of sea and see genes was recorded with 14.28% among strains isolates.

For the first survey, out of the 440 meat consumers, 22.16% revealed having food poisoning
after sausage consumption. The risk factors recorded were: Consumption outside of home
(24.30%, OR=1.769, p=0.040), during the summer season (24.30%, OR=1.159) and during
lunch (26.50%, OR=1.421). The second one showed that out of the 504 sausage consumers,
22.15% revealed having food-borne poisoning after sausage consumption. Over 53.60 % of
sick consumers were hospitalized. The risk factors recorded were: The ages of 18 and 40
years (89.69% OR=1.323; [0.64-2.73]), males (33.00%; OR=1.275; [0.785-2.070]),
consumers living with their families (84.54%; OR=1.387; [0.753-2.554]) and consumers that
had children (22.68%; OR=1.62; [0.155 -0.320]) which were more affected and more likely to
get food-borne diseases after sausage consumption. In addition, young (p=0.00002; 76.29%),
woman giving birth (p=0.00001; 25.77%) and pregnant (50.52%) were found to be vulnerable
consumers with high risk factors of OR=0.35, OR=2.021, and OR=1.43, respectively. Thus,
immuno-deficience consumers (42.27%; OR=3.361) were found to be the leading risk factor
recorded among vulnerable consumers. For antibiotic use behavior, out of 97 sick consumers,
52.58% (n=51/97; p=0.003; OR=1.965) had taken antibiotics by themselves, and 41.24%
(p=0.008; OR=1.87) had interrupted the antibiotics treatment. Similarly, highest self-
medication were recorded among hospitalized consumers (71.15%; n=37/97) with OR= 7.45
(p=0.00001). Regrettably, the majority (28.85%) declared interrupt the therapeutic protocol
after medical guidance with OR=9.96 (p=0.0001).

Our studies provide for the first time informations about prevalence of S. aureus
contamination in Merguez sold in Algiers, and the high multidrug resistance among
Staphylococci isolates. Thus, findings demonsrate that not only S. aureus but also
Staphylococci spp. were considred like potential hazard for consumers and highlights the risk
of transmission of Staphylococci spp., Macrococcus caseoltyticus and MRSA strains carying
different antimicrobial resistance and virulence genes in raw sausage chain, represents a
potential threat for the spread of these pathogens in the community and should be regarded
emphasizing the role of the human and food animal as reservoirs of bacterial resistance to
reduce and prevent the spread of resistant strains, robust management and monitoring of
antibiotic use should be established.

Finally, it can be concluded that raw sausage must be consumed with precaution for
vulnerable groups at risk (YOPIs) and the application of the HACCP system is essential either
in butcheries producing sausage and/or slaughterhouses. Therefore, public education
programs should be developed, especially to areas of antibiotics use and to change certain
consumption habits of Algerian consumers to ensure food safety.

Keywords: Staphylococcus aureus, raw sausages, virulence genes, consumers, quality
assessment, foodborne, risk factors.



L’émergence et la réémergence de bactéries multi-résistantes d’origine alimentaire sont 1’une
des principales sources de préoccupation dans le monde. Récemment, Staphylococci spp. et
Macrococcus ont recu une attention particuliere en raison de leur possible potentiel
d’entérotoxinogénese et de dissémination des genes de résistance trouvés sur les élements génétiques
mobiles. La présente étude visait a étudier tout d’abord le profil de sensibilité aux antibiotiques et la
diversité a I’aide de MALDI TOF MS, des souches isolées de saucisses crues en Algérie. Toutes les
souches ont été soumises a la PCR en temps réel et ont été confirmées par PCR standard pour détecter
les génes mecA/mecC. Deuxiemement, une enquéte sur la consommation des Merguez a été congue
pour étudier les facteurs de risque potentiels en relation avec les comportements de consommation qui
ont une relation significative avec la survenue de toxi-infections alimentaires. Aussi, pour explorer les
groupes vulnérables. Troisiémement, pour évaluer 1’évolution des cas et estimer les comportements
d’utilisation des antibiotiques utilisés aprés une toxi-infection alimentaire déclarée, aussi bien pour les
malades que les consommateurs hospitalisés.

Au total, plus de 300 boucheries de treize (13) départements (Daira) d’Alger avec plus de 50
municipalités ont été incluses aléatoirement dans nos études pour ; collecter des échantillons de
saucisses crues et distribuer 1500 questionnaires aux consommateurs de viande rouge. Nos trois études
ont été menées en méme temps, entre Juin 2016 et Juin 2019. Des échantillons de saucisses ont été
prélevés a raison d’une fois par boucherie pour estimer la prévalence de Staphylococci spp. et le
niveau de contamination par S. aureus pour arriver a évaluer la qualité des saucisses crues (Merguez)
vendues a Alger, Algérie. Toutes les souches isolées ont été testées pour leur résistance aux
antibiotiques. En outre, des questionnaires ont été distribués et utilisés pour collecter des informations
sur divers aspects de la consommation de saucisses, des toxi-infections alimentaires et leur évolution ;
¢galement sur les habitudes de consommation et des comportements d’utilisation des antibiotiques
apres 1’épisode maladive. Les données recueillies ont été analysées avec différentes approches
statistiques, telles que le test de Chi-deux et le modéle logistique univariable Odds ratio (OR). Tous les
facteurs de risque ont été analysés en étudiants leur association avec la survenue de toxi-infections
alimentaires suite a la consommation des Merguez.

La prévalence globale de la contamination par S. aureus dans les saucisses crues vendues était de
25.22%. Plus de 83.33% des souches ont montré une résistance a au moins un des antibiotiques testés.
Les plus importants étaient pour la tétracycline (58%), suivie par la I’oxacilline (36%), la fosfomycine
(33%), et la pénicilline G (25%). De plus, I’indice de multi-résistance aux antibiotiques (MAR)
comprend 20 profils de résistance avec MAR>0.2. Aussi, et sur un total de 84 souches incluses dans la
deuxieme étude, 73 (86.90%) souches ont été identifiées Staphylococci spp. dont S. saprophyticus
(32,87%), S. aureus (28,76%), S. sciuri (10,95%), S. xylosus (8,21%), S. gallinarum (5,47%), S.
vitulinus (4,10%) et S. equorum, S. lentus, S. haemolyticus, avec 2,73% suivi de S. warneri (1,36%).
Le reste représentait Macrococcus caseolyticus avec 13.09% (n=11/84). Le dendrogramme MSP a
révélé 4 clusters distincts selon un seuil de distance de 500. Toutes les souches de S. aureus étaient
sévérement résistantes aux béta-lactames (93.65%).

L’acide fusidique (62.50%) et la doxymycine (70.83%) étaient les molécules auxquels S.
saprophyticus a eu plus résistance. Les souches de M. caseolyticus ont révélés un profil de résistance
contre la céfoxitine/érythromycine (63.63%) et la clindamycine/tétracycline (54.54%). Il n’y avait pas
de résistance a la vancomycine. Nous avons détecté le gene mecA dans 5 souches résistantes a la
méthiciline confirmées par PCR, avec une prévalence de 23.80%. Dans I’ensemble, 66.67% des isolats
de S. aureus étaient positifs pour au moins un des sept génes d'entérotoxines identifiés et 19,05%



hébergeaient de deux a quatre génes d'entérotoxines. Les prédominants étaient seb (38,09%); suivie
par sea, see, seg, she avec (14,28%), et sed avec (9,52%). Aucun isolat contenant des genes
d'entérotoxine sec n'a été enregistré. Les souches de S. aureus et de M. caseolyticus isolées des
saucisses crues avaient des génes d’entérotoxine avec une prédominance de seb et see, respectivement.
Non seulement S. aureus mais aussi S. haemolyticus, S. sciuri et M. caseolyticus étaient considérés
comme un danger potentiel pour les consommateurs. De plus, les S. non-aureus une combinaison de
génes sea et see a été enregistrée avec 14,28% parmi les souches isolées.

Pour la premiere enquéte, sur les 440 consommateurs de viande, 22,16% ont révélé avoir une toxi-
infection alimentaire apres consommation de saucisse. Les facteurs de risque enregistrés étaient: la
consommation hors domicile (24,30%, OR = 1,769, p = 0,040), pendant la saison estivale (24,30%,
OR = 1,159) et pendant le déjeuner (26,50%, OR = 1,421). La deuxieme étude a montré que sur les
504 consommateurs de saucisses, 22,15% ont révélé avoir une toxi-infection alimentaire aprés la
consommation de saucisses, avec plus de 53,60% des consommateurs malades qui ont été hospitalisés.
Les facteurs de risque: le jeune age (89,69% OR = 1,323), les hommes (33,00%; OR = 1,275), les
consommateurs vivant avec leurs familles (84,54 %; OR = 1,387) et les consommateurs avec enfants a
charge (22,68%; OR = 1,62). De plus, les jeunes (p = 0,00002; 76,29%), les femmes qui ont accouché
(p = 0,00001; 25,77%) et les femmes enceintes (50,52%) se sont révélées étre des consommatrices
vulnérables présentant des facteurs de risque élevés de RO = 0,35, OR = 2,021, et OR = 1,43,
respectivement. Les consommateurs d'immunodéficience (42,27%; OR = 3,361) sont la principale
catégorie a risque. Pour le comportement d'utilisation d'antibiotiques, 52,58% (n = 51/97; p = 0,003;
OR = 1,965) avaient fait recours a ’automédication et 41,24% (p = 0,008; OR = 1,87) avaient
interrompu 1’antibiothérapie. De méme, la pratique d'automédication a été importante (71,15%; n =
37/97) avec OR = 7,45 (p = 0,00001) parmi les consommateurs qui ont eu tendance a 1’hospitalisation.
Malheureusement, la majorité (28,85%) a déclaré interrompre le protocole thérapeutique apres avis
médical avec OR = 9,96 (p = 0,0001).

Nos études fournissent pour la premiére fois des informations sur la prévalence de la contamination
par S. aureus des Merguez vendus a Alger, et la forte multi-résistance des souches de Staphylococci.
Ainsi, les résultats montrent que non seulement S. aureus mais aussi Staphylococci spp. qui ont sont
considérés comme un danger potentiel pour les consommateurs et met en évidence le risque de
Staphylococci spp., Macrococcus caseoltyticus et les SARM ce qui représente une vraie menace pour
la propagation des différents génes de résistance et de virulence dans la communauté a travers la
source alimentaire.

Ce qui devrait étre pris au sérieux, avec I’accent mise sur le rble de I'nomme et de I'animal en tant que
réservoirs de résistance bactérienne pour réduire et prévenir la propagation des souches résistantes,
une gestion et une surveillance solides de l'utilisation des antibiotiques devraient étre établi. Nous
pouvons conclure que la saucisse crue doit étre consommée avec précaution pour les groupes
vulnérables a risque (YOPI) et que l'application du systtme HACCP est essentielle soit dans les
boucheries produisant des saucisses et / ou des abattoirs. Aussi, des programmes d'éducation et de
sensibilisation du public (les personnes & risque) devraient étre développés, en particulier pour les
habitudes de consommation et 1’usage des antibiotiques.

Mots clés : Staphylococcus aureus, saucisses crues, genes de virulence, consommateur, qualité, toxi-
infection alimentaire, facteurs de risque.
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INTRODUCTION GENERALE

“The beginning is the most important part of the work”

— Plato

epuis la nuit des temps, se nourrir est une nécessité vitale pour 1’étre

humain particuliecrement lorsqu’il s’agit de viande, le seul aliment

accessible pendant toute 1’année. Actuellement, le challenge est bien de
nourrir “’correctement’” une population mondiale qui devrait atteindre les 9.7 Milliards en 2050
selon les prévisions démographiques des Nations Unies (ONU, 2019), ce qui requiére le respect des
principes de la sécurité alimentaire (FAO, 2018) ; et ainsi mettre la santé au cceur de toutes les
politiques. Plus précisement, si la responsabilité politique est clairement identifiée, celle des
scientifiques 1’est également, par les craintes qui découlent de I’avancée technologique et la prise en
compte de nouveaux risques ainsi que des crises alimentaires qui ont modifié le paysage mondial.
Essentiellement, par le fait de s’interroger sur les moyens d’améliorer le niveau de qualité en
renvoyant non seulement aux besoins alimentaires, mais également aux droits de ’homme & un
produit conforme et salubre. Une condition qui est, de plus en plus exigée, face aux nouveaux
enjeux de la qualit¢ sous I’égide du développement durable qui nécessite I’installation des
procédures de controle, et des systémes d’assurance qualité au sein des circuits de production des

denrées alimentaires, pour arriver a évaluer les risque des filieres de 1’étable a la table.

La filiere des viandes rouges en Algérie compte une production nationale de 5,44 millions de
quintaux en 2017 pour une valeur de 596 milliards DA (APS, 2018). Les « Merguez », derivees des
viandes, et produits de charcuteries sont une spécialité purement Nord-Africaine connue pour son
poids sociétal dans le mode de consommation Algérien (Hachemi et al., 2019) malgré le fait
qu’elles soient véhicules de nombreuses maladies d’origine alimentaire chez les humains a cause
des défauts d’hygiéne (Dennai et al., 2001). II s’agit d’une denrée alimentaire hautement périssable
et dont la qualité hygiénique dépend, de la microflore qui provienne de 1’animal lui-méme ou dans
80% des cas, des contaminations croisées (Cartier & Moev, 2007). Une situation qui peut engendrer

de graves problémes sanitaires ; la plupart responsables des toxi-infections alimentaires.
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A T’échelle mondiale, le Staphylococcus aureus est reporté comme étant la troisieme plus grande
cause de toxi-infections alimentaires (Beyene et al., 2017) et un agent pathogene commensal majeur
a ’origine d’une grande variété de maladies chez 'homme et les animaux, avec un impact important
sur la santé publique et le secteur de I'élevage (Rong, et al. 2017). Et ce, aussi bien par sa présence
que par sa pathgénicité liée a divers facteurs de virulence susceptibles d’aggraver 1'évolution
clinique des infections a staphylocoques (Benito et al., 2015). Egalement, par sa capacité a
produire une large variété d’entérotoxines incriminés dans 95% des toxi-infections alimentaires ; en
plus de sa résistance aux conditions de pH et de salinité (Ed-Dra et al., 2018) dont la viande est
particulierement incriminée. En outre, entre 2016 et 2017, 1’Algérie a enregistré plus de 15 233 cas

de toxi-infection alimentaire avec 16 déces et des centaines de cas d’hospitalisation.

Au-dela des intoxications alimentaires, le staphylocoque doreé trés répandu dans la nature, et dans la
population humaine saine, d’une maniére permanente ou intermittente (Wertheim et al., 2005). Il
est classé parmi les pathogénes majeurs de I'nomme causant des infections nosocomiales et
communautaires trés diverses et peut étre a I’origine d’un large éventail de troubles, des plus bénins
au plus fatals aussi bien chez I’humain que chez 1’animal (Antreoletti et al., 2009) et d'autant plus
redoutable qu'il est tres difficile a combattre a cause de sa virulence, son pouvoir épidémique et de
sa résistance aux antibiotiques étant classé dans la liste des agents pathogenes prioritaires pour la

recherche-développement de nouveaux antibiotiques (OMS, 2017).

Une situation qui a bouleversé 1’épidémiologie de S. aureus mondialement, du fait de la prévalence
élevée de nouvelles formes de résistance aux antibiotiques et I’émergence de souches multi-
résistantes, qui cause annuellement 700 000 décés (OMS, 2019) élevant ainsi le taux des échecs
thérapeutiques, surtout avec I’utilisation commune des antibiotiques en médecine humaine et
vétérinaire, et des multiples voies de transmission a I’homme entre autre les aliments d’origine
animale et en particulier les viandes, ce qui alourdit le bilan de la morbidité et de la mortalité (Jamali
et al., 2015). En Algérie la situation ne vaut pas mieux, car la frequence des infections aux SARM a
atteint 42% en 2007 aussi bien communautaires que nosocomiales (Antri et al., 2011) rendant la

situation compliquée et le traitement lourd (Jackson et al., 2013).

A ces fins, 1’éducation, la sensibilisation et la formation permanente du public restent
indispensables mais toujours pas suffisantes dans le contexte national, ou plus d’efforts doivent étre
fourni spécialement face a une absence de données Algériennes concernant 1’épidémiologie de la
consommation des viandes rouges en générale et des « Merguez » plus précisément mais aussi, par

rapport aux comportements adoptés par la communauté étudiée.

2|Page



INTRODUCTION GENERALE _

Notre recherche est la premiére de son genre en Algerie concernant les saucisses crues
« Merguez » malgré la multitude de travaux sur le Staphylococcus aureus dans les autres matrices
alimentaires, aussi bien pour le volet bactériologique et caractérisation moléculaire que pour le volet
épidémiologique ou I’idée de se rapprocher des boucheries s’est vite imposée étant le premier point
de contact avec les consommateurs. Récemment, des études sur I'isolement de S. aureus dans le lait
des animaux mammiteux ont été réalisées, ainsi que dans plusieurs denrées alimentaires d’origine

animale.

Pour toutes ces raisons, nous avons procédé a évaluer la qualité bactériologique a S. aureus
des Merguez vendus en Algérie et les caractéristiques moléculaires des Staphylococques isolés
depuis ces prélevements préparés et vendus dans les différentes boucheries d’Alger; aussi;
I’épidémiologie de consommation de ce type d’aliment dans le contexte national et 1’évolution des
épisodes de TIAC causées suite a la consommation de viande rouge. Egalement, les facteurs de
risque chez les consommateurs malades, les différentes catégories de personnes touchées ainsi que

le comportement des patients.

Au cours de I’¢laboration de notre projet de recherche qui s’enregistre dans un cadre d’une

thése de doctorat, nous nous sommes fixes des objectifs répartis en six (06) grands axes :

M Le premier axe : D’abord, établir un plan d’échantillonnage représentatif des boucheries
analysées réparties sur un ensemble de communes des Daira d’Alger Algeérie. Puis,
procéder a une récolte de prélevements de saucisses crues de type Merguez préparées et
vendues au niveau de ces mémes boucheries.

M Le second axe: Isoler des Staphylococcus spp. Puis, identification phénotypique et
dénombrement des souches de Staphylococcus aureus isolées ; afin d’estimer le niveau et
les prévalences de contamination a Staphylococcus aureus des saucisses crues, préparées et
vendues au niveau des boucheries sur Alger_ Algeérie.

M Le troisieme axe : Caractériser le profil de résistance aux antibiotiques des souches isolées.

M Le quatriéeme axe : Etudier la diversité microbienne des différentes espéces isolées dans les
saucisses crues.

M Le cinquiéme axe : Caractériser le profil moléculaire et rechercher les facteurs de virulence
des souches isolées de Staphylocoques par g-PCR, et PCR Standard.

M Le sixieme axe : Estimer les facteurs de risque liés a la consommation des Merguez sur la

base de deux études épidémiologiques.
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Notre manuscrit de these de doctorat Es-Sciences s’article autour de trois (03) parties ; apres
une introduction générale en guise d’un état d’art, cette partie est consacrée a une revue de la
littérature qui s’étale sur 1’épidémiologie des Staphylocoques en générale et le Staphylococcus
aureus plus précisément ; les facteurs de virulence et la pathogénie de ce germe ; ainsi que les
problemes sanitaires qui en découlent, en consacrant vers la fin un volet pour les saucisses crues de
type « Merguez » étant la denrée alimentaire étudiée. La deuxiéme partie est une approche
méthodologique ou nous allons présenter notre problématique de recherche, les objectifs tracés et
les principales méthodes utilisées, et ce dans les différents laboratoires, lieux de nos études
scientifiques. La troisieme partie est une revue des travaux de recherche élaborés au cours de ce
projet de thése est présentée sous forme de trois (03) sections relatives a nos articles scientifiques

publiés et/ou en cours de publication.

Une derniere partie (Annexes de communications) que nous avons jugée intéressant de 1’ajouter. Il
s’agit du volet consacré aux différentes communications scientifiques qui ont découlé de ce projet
de recherche et dont nous avons été amenés a communiquer dans diverses manifestations

scientifiques.
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REVUE DE LA LITTERATURE

“I' am thankful for all of those who said NO to me.
It's because of them I'm doing it myself.”

— Albert Einstein

es staphylocoques, bactéries en grains « kokkos » et groupées en
grappe de raisin « Staphylos » étaient isolées des les années 1870
par Louis Pasteur. En 1883, c’est Ogston qui leur a nommé
« Staphylocoque » (Chambeaud, 2012). Ce sont des cocci a Gram
positif, immobiles, non sporulés, réunis en amas, aéro-anaérobies

facultatifs, catalase positive, oxydase négative et fermentent les glucides (De Buyser, 1996).

Les trois genres de cocci a gram positif en amas, different par leur pourcentage (G+C) :
Staphylococcus (30-39%), Micrococcus (65-75%) et Planococccus (45-52%). Les especes
appartenant a ces trois genres possedent une catalase et se développent en aérobiose. Depuis
2002 et sur la base de l'analyse du géne codant « ARN ribosomal 16S», le genre
Staphylococcus est classé dans la famille des Staphylococcaceae qui comporte 47 espéces et
24 sous-espéeces (Brun et Bes, 2002 ; Stepan et al., 2004).

l. Classification des staphylocoques

Parmi les plusieurs types de classification de S. aureus, la plus utilisée est la classification
de Bergey (Delarras, 2007). Toutefois, le critére de base reste la production de coagulase.
C'est ainsi que I'on distingue deux (02) grands groupes de Staphylocoques (Beyene et al.,
2017) :
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@ | es Staphylocoques a coagulase positive (SCP) : Généralement considérés comme

les plus pathogenes dont le chef de file est Staphylococcus aureus, mais qui comprennent
d'autres especes comme Staphylococcus hyicus ou Staphylococcus intermedius (Bourgeois
et al., 1996).

Récemment, deux espéces de Staphylococcus ont été découvertes: Staphylococcus
pseudintermedius (Hermans et al., 2005), Staphylococcus argenteus and Staphylococcus
schweitzeri (Tong et al., 2015) (Jiang et al., 2018).

- Les Staphylocoques a coagulase négative (SCN) : Incapable de produire de la
coagulase, ainsi réputés moins dangereux regroupant une vingtaine d'espéces (Cainaud,
2005). Nous citons ici, S. saprophyticus décrit comme agent pathogéne opportuniste
émergent et un contaminant fréquent des saucisses et des viandes crues (Leroy et al.,
2010).

Chez Il'animal, il a été isolé a partir d'écouvillons rectaux de carcasses de bovins et de
porcs. Par contre, chez I'nomme, le réservoir du S. saprophyticus est le tractus gastro-
intestinal et urinaire (Coton et al.,, 2010; Mlaga et al., 2017). D'autres SCN sont
principalement associées aux espéces dominantes dans la peau humaine et parfois isolées de
la peau des animaux domestiques (Hosseinzadeh et Dastmalchi Saei, 2019). Des espéces
telles que S. xylosus, S. lentus, S. haemolyticus et S. warneri qui sont couramment utilisées
comme cultures de départ pour la fabrication de saucisses (Ouoba et al., 2019). Cependant, la
présence de ces especes dans les aliments doit étre prise au sérieux en ce qui concerne une
éventuelle contamination de I'inoculum de départ et / ou des améliorations du processus de

fabrication des saucisses (Soares Casaes Nunes et al., 2015).

Concernant le Staphylococcus argenteus ainsi que Staphylococcus schweitzeri, ces derniers
forment une nouvelle partie du complexe de S. aureus avec un potentiel entérotoxicigénique
(Jiang et al., 2018); (Wakabayashi et al., 2018) et semble étre associee a des infections, mais

aucun cas d'intoxication alimentaire n'a encore été signalé (Suzuki et al., 2017).
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1. Le S. aureus dans ’histoire

Les premiéres descriptions des staphylocoques isolés a partir d'abces datent de 1871. Mais
ce sont I’ Allemand Robert Koch (1878) et le Frangais Louis Pasteur (1880) qui ont décrit des
grappes de coques dans du pus d'origine humaine (Fasquelle, 1974 ; Karthik, 2007). Plus
tard, en 1883, Ogston a crée le nom de « Staphylocoque » pour décrire ces grains « kokkos »
groupés en amas irréguliers a la facon d'une grappe de raisin « staphylos ». Ogston différencie

ainsi Staphylococcus de Streptococcus (Spicer, 2002 ; (Stephen et Hawkey, 2006).

En 1884, des cultures pures de ces bactéries sur milieu solide ont été obtenues par
Rosenbach en Allemagne, qui donne la premiere description du genre Staphylococcus,
différenciant ainsi S. aureus de S. albus par la coloration des pigments blanche ou dorée
produits par les colonies (Avril et al., 2000).

En 1885, Zopf a placé les staphylocoques et les microcoques dans le genre
Micrococcus, séparés par la suite par Flugge, Evans, Bradford et Niven (1995) en Aérobies
anaérobies facultatifs pour Staphylococcus et aérobies pour Micrococcus.

Par la suite, une nette distinction basée sur la composition de I'ADN entre les deux
genres a été proposée par Silvestri et Hillen (1965). Le pourcentage en bases G+C de I'ADN
des microcoques est de 63-73%, comparé a celui des staphylocoques 30-39% (Stephen et
Hawkey, 2006).

Le Staphylococcus aureus est I'espece la plus pathogéne du genre Staphylococcus. La
premiére cause d'infection bactérienne a travers le monde et la deuxieme en ce qui concerne
les toxi-infections alimentaires (Sergelidis et Angelidis, 2017). 1l s’agit de I’un des premiers
agents pathogénes zoonotiques émergeants (Odeymi, 2016) a [I’origine d’infections
communautaires et nosocomiales (Chairat et al., 2015) tres polymorphes, avec un impact sur
la santé publique et le secteur de 1’élevage (Luzzago et al., 2014 ; Peton et al., 2014). Les
atteintes peuvent variées d’une simple infection cutanée bénigne comme les furoncles ou les
panaris a des pathologies mettant en jeu le pronostic vital comme les septicémies, les
infections du systéme nerveux central (Lowy, 1998) et méme les toxi-infections alimentaires
(Aydin, et al. 2011).

De plus, c’est une préoccupation majeure pour 1’industrie de transformation des aliments en

raison de ses facteurs de virulence et de sa capacité a former un biofilm (Rodrigues, et al. 2017).
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I11. Habitat

L'espece S. aureus est un germe ubiquitaire. Elle est tres répandue dans la nature, il
s’agit d’un agent pathogéne commensal majeur (Rong et al., 2017). Communément trouvé
dans l'eau, l'air, les poussieres, aussi, dans le microbiote humain et animal normal,
principalement au niveau de la peau et les muqueuses; bien qu’il puisse également étre
trouvée dans le microbiote intestinal (Odetokun et al., 2018). Sa niche écologique dominante

est I’oropharynx et le nez (Benito et al., 2014).

Les souches de S. aureus sont présentes également sur les membranes muqueuses du tractus
respiratoire ainsi que le tractus urogénital et comme flore transitoire dans le tractus digestif
(Quinn et al., 2011). Le taux de potage nasal chez les sujets sains humains varie entre 20% et
55% selon la population étudiée (Nouwen et al., 2005). Trois profils de portage nasal peuvent
étre distingués mais peuvent changer dans le temps: environ 20% des sujets sains sont
porteurs permanents, 20% sont des porteurs intermittents et 50% ne sont pas porteurs
(Lakhundi and Zhang, 2018). Les mécanismes impliqués sont encore mal compris et font
intervenir des facteurs liés & I'hdte, mais aussi des facteurs bactériens et environnementaux
(Nouwen et al., 2005).

Ces bactéries survivent et proliferent du fait de leur particuliere résistance aux conditions
hostiles de I'environnement, tels que la dessiccation, aux variations de température (2 h a
55°C, voir 1 h a 60°C), au choc osmotique (salinité de I'eau) et résistent encore mieux en

milieux albumine (Breche et al., 1988) ; (Gonzalez-Fandos et al., 1999).

Chez l'animal, S. saprophyticus a été isolé a partir d'écouvillons rectaux de carcasses de
bovins et de porcs. Au contraire, chez I'hnomme, le réservoir de S. saprophyticus est le tractus
gastro-intestinal et urinaire (Coton et al., 2010; Mlaga et al., 2017). D'autres espéces de
staphylocoques sont principalement associées aux especes dominantes dans la peau humaine
et parfois isolées de la peau des animaux domestiques (Hosseinzadeh et Dastmalchi Saei,
2019).

Les espéces comme S. xylosus, S. lentus, et S. warneri sont couramment utilisées comme
cultures de démarrage commerciales pour la fabrication de saucisses fermentées et les especes

les plus communes trouvées (Ouoba et al., 2019).
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IV. Caractérisation de S. aureus

IV.1. Caractérisation phénotypique
IV.1.1. Caractéres morphologiques

Sous forme de cocci, S. aureus se présente en petits amas, de diplocoques ou de tres
courtes chainettes (Figure-1), mesurant 0,8 a 1 um de diamétre, gardant le Gram. Il est
immobile, nom sporulé et acapsulé visible au microscope optique sauf de trés rares souches

formant des colonies mucoides, sont entourées d'une pseudocapsule (Bronner et al., 2003).

Dans le pus, a la fois intra et extracellulaire, les staphylocoques se regroupent de fagon
variable. Sur les cultures en milieu solide, ils se disposent en amas irréguliers polyédriques,

évoquant I'aspect caractéristique de "grappes de raisin™ (Fasquelle, 1974 ; Ferron, 1985).

"'.“
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Figure 1. Observations microscopiques du Staphylococcus aureus

(Photo personnelle prise en Décembre 2019)

Alors qu'en milieu liquide, ils sont souvent isolés, en diplocoques, en tétrades ou en
tres courtes chainettes (Le Minor et Veron, 1990). Alors que s’ils sont examinés sur lames,
apres avoir été isolés d'une gélose, I'aspect en mosaique est habituel (Fasquelle, 1974).

1VV.1.2. Caractéres culturaux

Les staphylocoques sont peu exigeants sur le plan nutritif, aéro-anaérobies facultatifs.
Pas trés exigeants, ils croissent bien sur les milieux usuels simples, aussi sur la plupart des
milieux pour les bactéries a Gram positif. Le S. aureus est capable de se multiplier dans des
milieux contenant 5 & 10 % de Na CI.
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Sa température optimale de croissance est de 37°C et le pH optimal est de 7.5, mais de
grandes variations sont tolérées respectivement de 10 a 45°C et de 5.6 a 8.1 (Mebkhout, 2019)
(Marion, 2013). Aussi, la croissance de S. aureus est possible dans des milieux ayant une trés
faible activité d’eau (0,83) et ayant des concentrations de chlorure de sodium allant jusqu’a
20%. Ce qui lui confere la capacité de coloniser une grande variété d’aliments, spécialement
les aliments riches en nutriments (Viandes et laits) (Hachemi et al., 2019). Quelques heures
sont suffisantes en bouillon pour qu’il devienne trouble pour arriver a observer un dépot par la

suite. Aucune production de pigment n’est observée en milieu liquide (Kloos et Shleifer,

1975).

Les colonies sont par contre circulaires (2-4 mm de diamétre), l1égerement bombées,
lisses et luisantes sur gélose ordinaires, et ce aprés 24 heures d'incubation; avec une
pigmentation qui peut varier du blanc au jaune ou jaune orangeé selon le milieu solide (Denis
et Poly, 2007).

A titre d’exemple, sur gélose au sang, les souches typique de S. aureus peuvent
produire des colonies de grand diameétre que celles produites sur gélose nutritive et de couleur
jaune dorée, entourées d'une hémolyse béta (Couture, 1990 ; Denis et Poly, 2007). Aussi, sur
un milieu sélectif tel que le milieu « Chapman » ou les colonies sont entourées d'un halo jaune
puisquelles fermentent le mannitol. En bactériologie alimentaire, 1’isolement et la
caractérisation du Staphylocoque se fait sur milieu « Baird Parker » constitué a base de
tellurite de potassium et de jaune d'ceuf. S. aureus s'y présente sous forme de colonies noires
(réduction du tellurite) avec un halo clair autour (protéolyse) (Ananthana et Paniker, 2006). Il
s’agit de bactéries toxinogenes, ou les conditions aérobies sont plus favorables a la sécrétion

des toxines que les conditions d’anaérobie (Duquenne, 2010).
IV.1.3. Caractéres biochimiques

La recherche des activités biochimiques des staphylocoques est précieuse pour
identifier le genre Staphylococcus, distinguer un Staphylocoque pathogéne d'un non
pathogene mais aussi. Toutes les souches du genre Staphylococcus produisent une catalase,
permettant ainsi de les distinguer des souches du genre Streptococcus qui n'en produisent pas
(Le Minor et Veron, 1990). Les souches de S. aureus sont : indole (-), oxydase (-), acétone(+),
uréase(+), réduisant le tellurite de potassium et les nitrates en nitrites et produisant de

I'ammoniaque a partir de I'arginine (Fasquelle, 1974).
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Il posséde également un équipement enzymatique lui permettant de métaboliser de nombreux

et divers substrats glucidiques, protéiques et lipidiques (Ferron, 1985).

Le métabolisme glucidique est particulierement intéressant puisque la plupart des
sucres sont fermentés (glucose, saccharose, lévulose, lactose et mannitol). Le glucose est
utilisé en anaérobiose et aérobiose ainsi que le mannitol. La recherche de la fermentation du
mannitol s'effectue généralement sur le milieu Chapman ou les staphylocoques pathogenes

vont fermenté le mannitol en 24h a 48h (acidifient le milieu qui vire au jaune).

Cependant certaines souches, pourtant pathogenes demeurent inactives sur le
mannitol. La fermentation du mannitol n'a pas de valeur absolue et doit étre complétée par
d'autres tests en ce qui concerne quelques espéces (couture, 1990). Par contre, demeure tres
importante dans la distinction entre S. aureus (golden) et S. argenteus (silver) (Suzuki et al.,
2017).

Le pouvoir d’hémolyse des Staphylococcus aureus peut différencier entre 1’origine
humaine et animale de la souche. Une hémolysine "alpha™ peut étre mise en évidence sur
gélose au sang de lapin ou au sang de mouton, tandis que les S. aureus pathogenes d'origine
animale possedent une hémolysine "béta" active uniquement sur les globules rouges de
mouton (El Kouri et al., 1998 ; Auvril et al., 2003). Cependant certaines souches de
staphylococcus présentent les deux (02) types d'hémolysine. La paroi cellulaire des
staphylocoques est résistante au lysozyme et sensible au lysostaphine, qui clives
spécifiqguement les ponts pentaglycine de Staphylococcus spp (Le loire et al., 2003). Aussi, la
plupart des souches sont lipolytique produisant une zone opaque lorsqu'elles sont cultivées

dans des milieux contenant le jaune d'ccuf (Ananthana et Paniker, 2006).

L'espece S. aureus, est caractérisée par la production d'une coagulase libre
« staphylocoagulase » (Fauchere et Awvril, 2002); produit du géne coa. Une proteine
extracellulaire qui se lie a la prothrombine de I’hote. La thrombine activée transforme ainsi le
fibrogene en fibrine (Brun et al., 2003). Certaines souches peuvent ne pas la produire en
raison d'une mutation ou ce n’est qu’une ADNase thermostable qui permettra la détermination
(Couture, 1990). C’est le principe du test de detection qui consiste a incuber, un mélange de
plasma de lapin (3 volumes) avec la souche a tester (1 volume) pendant 6h puis 24h a 37°C.
La positivité du test s’interpréte par la formation d’un caillot observé en inclinant le tube, et

qui forme plus que la moitié du tube (Norme ISO 6888-1).
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IVV.2. Caractérisation génotypique de S. aureus

Le génome de S. aureus a été séquencé pour 6 Souches de S. aureus (Baba et al., 2002 ;
Holden et al., 2004 ; Kuroda et al., 2001). 1l s'agit d'un chromosome circulaire. Le contenu en
G+C est de 33% ,84% du génome est codant et entre 2592 et 2748 génes ont été identifiés. S.
aureus contient en général un plasmide de 20 000 a 25 000 pb contenant une trentaine de
génes (Kuroda et al., 2001).

IV.2.1. Le core du génome

Le génome de S. aureus est constitué d'un chromosome circulaire et jusqu'a trois petits
plasmides circulaires (Akkou, 2016). Il se caractérise par sa complexité et sa plasticité. Selon
Lindsay et al. (2006), S. aureus a, en plus du core et la partie accessoire, une région variable
de base appelée « Core-variable de génome ». Les genes du core-variable affichent une plus
grande variation que les genes de base, toutefois ils restent genéralement stables et transferés
verticalement a l'intérieur notamment des lignées clonales (Lindsay et al., 2006).

1V.2.2. Les éléments génétiques mobiles (EGM)

Les éléments génériques mobiles (EGM) ce sont des genes qui peuvent étre de virulence, de
spécificité de niche, de résistance aux antibiotiques, de régulation et/ou des voies
métaboliques particulieres (Ochman et al.,, 2000 ; Lindsay, 2008) et comprennent des
génomes prophages, des transposons, des séquences d'insertion, des plasmides, des cassettes
chromosomiques, des ilots de pathogénicité, des Tlots génomiques (Lindsay et Holden, 2004).
Ils peuvent se propager par transfert horizontal de génes entre les especes de Staphylocoques
(Wakabayashi et al., 2018) et/ou entre d'autres especes bactériennes plus ou moins éloignées
(Fitzgerald et al., 2001). 11 s’agit d’une combinaison unique des EGM pour une méme souche
de S. aureus, malgré sa possibilité de se déplacer dans et hors des souches (Moore et Lindsay,
2001; Goerke et al., 2006).

IVV.2.3. Les supports génétiques des EMG
A. Bactériophages

Trés répandus parmi les souches de S. aureus, les bactériophages peuvent coder des
toxines connues telles que l'entérotoxine A, la leucocidine de Panton-Valentine (Pvl), la
protéine inhibitrice du complément (scin), la protéine inhibitrice de chimiotaxie (chip) et la

staphylokinase (sak) (Lindsay, 2010).
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La majorité des bactériophages de S. aureus appartiennent a la famille des virus bactériens
tempérés portant une queue des Siphoviridae (Goerke et al., 2009), également appelée des
phages de classe Il, souvent environ 40 kpb de longueur et présentent une structure en
mosaique. D'autres types de phages identifiés chez S. aureus incluant des phages de petite
taille (<20 kpb) de classe | et des phages de grande taille (>125 kpb) de classe 1l qui sont
membres de la famille des Myoviridae (Kwan et al., 2005). Quand un phage intégre le
chromosome, il devient un prophage stable et se réplique avec le reste du génome, en étant

transféré verticalement aux cellules bactériennes filles.

Au fil du temps, la totalité ou une partie de la séquence de prophage peut s’associer de
facon stable, au chromosome (McShan et Ferretti, 2007).

B. Plasmides

Ce sont des molécules d'’ADN circulaires qui se répliquent indépendamment du

chromosome bactérien (Waldron et Lindsay, 2006), en nombre trés variable et dont la taille
varie de 3 kpb a 150 kpb (Lindsay, 2008).
Les plasmides sont classés selon leur taille et leur capacité a conjuguer. On distingue les
plasmides de classe | (généralement moins de 5 kpb), se présentent en grand nombre de
copies, parfois intégrés dans le chromosome et peuvent transporter un ou deux geénes de
résistance aux antibiotiques (Khan, 2005). Les plasmides de classe Il (jusqu'a 40 kpb), dont
beaucoup d’entre eux conférent une résistance aux B-lactamines, aux métaux lourds, aux
antiseptiques ou aux aminoglycosides. Les plasmides de classe Il (jusqu'a 60 kb) et les seuls
plasmides de conjugaison en raison de la présence de genes tra (Lindsay et Holden, 2006).

C. Cassette Chromosomique Staphylococcique (SCC)

Des pieces d'ADN qui s’insérent toujours dans le géne orfX de S. aureus. La majorité
porte le gene mecA codant pour la résistance a la méticilline (SCCmec). La cassette
chromosomique staphylococcique peut également transporter d'autres genes de résistance
portés sur de petits transposons ou intégrés a de petits plasmides (Lindsay, 2010). Les
SCCmec restent relativement stables et se déplacent rarement par rapport aux autres EGM
(Katayama et al., 2000). Plusieurs types de SCCmec ont éte décrits (classl-VII, etc) (Nibel et

al., 2008) et chacun a une combinaison unique de résistance (Ito et al., 2004).
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A ce jour, le site web de 'TWGSCC « International Working Group on the Staphylococcal
Cassette Chromosomome element » a accés a une liste de 11 types d’¢lements SCCmec,
provenant de combinaisons de 8 différents complexes de géne de ccr et 5 différents
complexes de géne mec (Chaalal et al., 2018).

D. Transposons

Ils peuvent étre trouvés intégrés dans le SCC, des plasmides ou sur le chromosome.
Sont relativement petits et codent des genes de résistance. D'autres ont la chance d’étre plus
grands mais relativement rares, peuvent coder pour la résistance a la tétracycline, au tri-
métho-prime ou aux aminosides (Lindsay, 2010). Les transposons ont la possibilité de se
transférer entre des especes distinctes, telles que le transposon vanA originaire des
entérocoques (Clark et al., 2005).

Dans les EGM du génome de S. aureus, plusieurs types utilisent la cellule héte pour

produire plusieurs copies avec une grande chance d'étre retenus (Ochman et al., 2000).
E. ll16ts staphylococciques de pathogeénicité (SaPl)

Les SaPl, semblables a beaucoup de bactériophages avec leur structure en mosaique,
et une organisation modulaire conservée d'environ 15 kpb a 17 kpb, codant souvent des génes
de virulence (Subedi et al., 2007). lls peuvent coder des toxines de syndrome de choc toxique-
1 (tsst-1), des genes de super-antigene, en particulier seb et sec qui sont également impliqués
dans le syndrome de choc toxique, et des protéines associées aux biofilms Bap (Cucarella et
al., 2001 ; Lindsay, 2010). Un transporteur de multi-résistance aux antibiotiques et un géne de
résistance a l'acide fusidique ont également été signalés sur les SaPl (O'Neill et al, 2007;
Guinane et al., 2008).

F. 116ts génomiques variables

Le S. aureus est connu par les deux ilots génomiques : Le vSaa codent pour un groupe
de proteines super-antigéniques-like (ssl) et dix lipoprotéines, alors que le vSaf codent pour le
cluster egc de superantigenes, le bi-composant leucotoxine IukD et IukE, et le cluster spl des
sérines protéases. Les deux Tlots codent également pour des protéines de modification de

restriction et des transposases putatives HsdS et HsdM (Akkou, 2016).
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V.  Facteurs de virulence et pathogénie de S. aureus

La complexité de la pathogénie de S. aureus réside dans la multitude de ses facteurs de
virulence. C'est I'action combinée de I'ensemble de ces facteurs qui explique le fort pouvoir
pathogene de cette bactérie et la multitude de maladies humaines et animales qu'elle provoque
(Hiron, 2007).

Il existe un trés grand nombre de genes liés a la virulence (Annexe-2): au moins 40 génes
codant pour des toxines, 20 codant pour des facteurs d'adhésion et 44 régulant la transcription
de produits associés a la virulence. Les génes codant pour les toxines sont regroupés dans les
ilots de pathogénicité qui sont des éléments génétiques mobiles (Kuroda et al., 2001). Pres de

75% des souches de S. aureus ont des genes codant pour des toxines (Becker et al., 2003).

Pratiqguement toutes les souches de S. aureus expriment ce potentiel, en produisant des
enzymes et des cytotoxines (Todar et al., 2005) qui permettent en particulier de convertir les
tissus locaux de I'hdte en nutriments nécessaire & la croissance bactérienne : Il s'agit
d'hémolysine, permettant une pénétration des tissus et une adhésion sélective, mais aussi des

lipases, des hyaluronidases et des collagenases (Dinges et al., 2000 ; Nehal et al., 2010).

Certaines souches produisent une ou plusieurs exoprotéines : La toxine-1 du syndrome du
choc toxique (tsst-1), des entérotoxines (ES), des toxines exfoliatives (ET) qui affectent les
cellules du systeme immunitaire ou le tsst-1 et les entérotoxines staphylococciques sont
considérées comme des toxines pyrogenes super antigenes (PTSAgs) (Dinges et al., 2000 ;
Thomas et al., 2007 ; Zhang, 2001). La synthese de I'ensemble de facteurs de virulence est
coordonnée par des systémes de régulation de la virulence appelé agr (accessory gene
regulator) (Bronner et al., 2004 ; Dufour et al., 2002) qui, posséde un polymorphisme
génetique avec quatre groupes alléliques identifié.

Ce polymorphisme pourrait expliquer la diversité des infections entrainées par S. aureus. Par
exemple, le systeme agr type IV est retrouvé dans les souches productrices d'exfoliatines alors

que les souches produisant TSST-1 ont un systeme agr de type Il (Jarraud et al., 2000).
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V.1. Composants de la surface

V.1.1. Exo-polysaccharides capsulaires

La majorité des isolats de S. aureus expriment un polysaccharide de surface « Une
microcapsule » élaborée durant la phase de croissance post-exponentielle (O'riordan et Lee,

2004) et visualisée que par microscopie électronique (Todar, 2009).

Comme rdles, la capsule est capable de faciliter I'adhérence de la bactérie aux cellules
endotheéliales (Pohlmann-Dietze, et al., 2000), d'interférer avec la phagocytose des S. aureus
(Thakker et al., 1998) et pourrait masquer les antigénes de la paroi cellulaire (Risley et al.,

2007) et confére a la bactérie une forme de résistance aux antibiotiques (Deverriere, 2007).

V.1.2.Acides teichoiques (Polysaccharides A)

Les acides glycérol-teichoiques sont trouvés chez les staphylocoques, sauf chez S.
aureus, S. xylosus et S. saprophyticus qui possédent de I'acide ribitol-teichoique; le substituant
le plus fréquent est la N-acétylglucosamine. Les acides teichoiques de S. aureus sont aussi

appelés polysaccharides A (Karthik, 2007).

IIs ont une activité endotoxin-like stimulant la sécrétion de cytokines par les cellules
lymphomonocytaires, I'activation du complément et I'agrégation plaquettaire, favorisant ainsi
la colonisation puisqu’ils sont des récepteurs de bactériophages «lysotypie des
staphylocoques» et donnent naissance a des anticorps que l'on retrouve dans le sérum du
malade (Spicer, 2003).

V.1.3. Peptidoglycane

Les espéces de staphylocogues possédent un peptidoglycane qui différe entre eux par
leurs acides aminés (Awvril et al., 2003). 1l différe entre les especes de Staphylocoques, par les

acides aminés.

Chez S. aureus, le re-largage de grandes quantités de peptidoglycane lors d'infections locales
(abces, infections articulaires) provogue un chimiotactisme des cellules phagocytaires et une
libération de cytokines (IL-1, IL-6, IL-8 et TNF alpha) qui en grande quantité, provoquent des
Iésions tissulaires et une hyperthermie (Schleifer, 1983).
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V.1.4. Facteurs d'adhésion et d'invasion

Le S. aureus possede un grand nombre de protéines exposées a la surface de la
bactérie « adhésines », qui ont la capacité de se fixer sur des molécules de 1’h6te. Un certain
nombre de ces adhésines appartiennent a la famille des MSCRAMM (Microbial Surface

component Recognizing Adhesive Matrix Molecule) (O'seaghdha et al., 2006 ; Freney, 2007).

A. Protéines A

Une protéine caractéristique de I'espéce S. aureus, constitutive de la paroi, qui joue un
role dans la capacité des staphylocoques a coloniser les tissus. Cette protéine de 42 kDa n’est
élaborée que des souches d'origine humaine (Plus de 90%) tandis que les souches d'origine
animale sont moins souvent productrices de cette substance (Avril et al., 2003). Chez les
staphylocoques a coagulase négative, cette protéine est absente sauf parmi les especes qui

posseédent une nucléase thermostable.

B. Protéine de liaison au collagene de type I, Il et IV,

Ce récepteur du collagene pourrait constituer un facteur de virulence important dans

les infections osseuses et articulaires a S. aureus (Buckingham et al., 2004).

C. Protéine de liaison au fibrinogene

C'est une protéine (21kDa) de surface, tres riche en lysine et fixée au corps bactérien ;
appelée «Clumping factor ». Présente chez presque toutes les souches d'origine humaine mais

moins fréquente chez les souches d'origine animale (Francois et al., 1997).

Ce facteur provoque l'agrégation des bactéries en présence de plasma et est
responsable de la formation d'une sorte de coque autour des germes qui deviennent ainsi
résistants a la phagocytose et entrainent la formation d'emboles septiques (Fauchere et Avril,
2002). Aussi, sur les plaies et les infections sur corps étrangers. C'est le facteur d'adhésion le

plus important sur les bio matériels recemment implantés (Buckingham et al., 2004).
D. Protéine de liaison a la fibronectine

Il s’agit d’une glycoprotéine dimérique qui a pour role d’ancrer les cellules des tissus
dans la matrice extracellulaire. Ainsi, permet au staphylocoque de s'accrocher a nos cellules

sous-endothéliales, soit a la membrane basale des vaisseaux sanguins (Batard et al., 2007).
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Cette protéine contribue a l'adhérence de S. aureus aux caillots plasmatiques mais
aussi aux biomatériaux ayant un contact prolongé avec le sang. Elle serait impliquée dans les
phénomeénes d'internalisation prenant part a la physiopathologie des endocardites infectieuses

a S. aureus.
V.2. Les substances élaborées par S. aureus

Toutes les souches S. aureus produisent des substances excrétées dans le milieu
extracellulaire et sont douées soit d'une activité enzymatique, soit d'une activité toxique ; avec

une distinction souvent difficile (Bhatia et Zahoor, 2007).

V.2.1. Enzymes

A. La coagulase libre

11 s’agit d’une enzyme extracellulaire, thermostable peu antigénique (Phonimdaeng et

al., 1990) et caractéere taxonomique essentiel.

Une protéine d'origine chromosomique, produite pendant la phase exponentielle de
croissance du germe (Foster et Mc Devitt, 1994) et semble liée a la capacité de S. aureus a
provoquer une infection (Francois et al., 1997). La coagulase se lie a la prothrombine de I'héte

pour former le staphylo-thrombine, qui transforme le fibrinogéne en fibrine.

En condition biologique, elle recouvre les corps bactériens d'une coque de fibrine, ce qui
inhibe leur phagocytose et favorise leur dissémination en provoquant la coagulation localisée
(Todar, 2009).

B. La staphylokinase ou fibrinolysine

Il s’agit d’une enzyme thermolabile, antigénique qui transforme le plasminogene en
plasmine, elle agit sur le plasma humain, de chien, et de lapin. Nombreuses sont les souches
de S. aureus qui expriment la « La Staphylokinase », la plupart pathogénes pour I’humain.
Elle contribue a la dislocation du caillot et peut jouer un role dans la formation de micro-

emboles suppurés responsables des métastases septiques (Flandrois, 1997 ; Jin et al., 2003).
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C. Fatty acid modifying enzyme “FAME”

C’est une enzyme qui modifie les acides gras « FAME ». Elle semble constituer un
facteur de virulence important dans les abcés par modification des lipides antibactériens de
I'ndte (Aly et Levit, 1987). Cette substance thermolabile est antigénique, caractérise les

souches pathogenes humaines, plus précisément 80% des souches de S. aureus.

D. Catalase

Une enzyme qui convertit le peroxyde d’hydrogene accumulé dans la cellule, résultant
du métabolisme ou lors de la phagocytose en molécules d'eau et d'oxygeéne, ce qui empéche la

formation de radicaux oxygénés toxiques pour la bactérie (William, 2009).
E. Hyaluronidase

Une enzyme thermolabile (80KDa) agissant a pH acide. Elle a un effet lytique sur
I'acide hyaluronique, substance fondamentale du tissu conjonctif (Murray et al., 2009) dont
elle diminue la viscosité; pour faciliter la diffusion des staphylocoques dans les tissus (Foster
et Mc Devitt, 1994).

F. Protéase

Elles hydrolysent certaines protéines, et contribuent a la destruction du caillot et a la
formation de micro-emboles bactériens, responsables de métastase septiques. Nous
distinguons au moins trois types connus : serine-protéase, métalloprotéase et thiolprotéase (El
Kouri et al., 1998).

G. Nucléases

Des enzymes capables d'hydrolyser I’ADN et I’ARN. lIs sont activent a pH alcalin en
présence de calcium (Kumar et al., 2008). Chez toutes les souches de S. aureus ainsi que 5%
des souches de staphylocoques a coagulase negative le Désoxyribonucléase est thermostable.
Celle des autres espéces bactériennes est thermolabile. Ces nucléases interviennent dans la

formation des lésions tissulaires (Guiraud et Rosec, 2004 ; Kapral et al., 1992).

H. p-lactamases

Elle inactivent les B-lactamines et jouent un réle important dans la résistance des

souches de staphylocoques a ces antibiotiques (Motamedi et al., 2010).
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I. Lipases et estérases

Des enzymes présents chez la plupart des souches de S. aureus et capables de
métaboliser les graisses cutanées et jouent un role dans la dissémination de I'infection (Kapral
etal., 1992).

J. Phosphatases

Les phosphatases alcaline et acide (pH optimaux 10.8 et 5.2) sont localisées sur la

membrane cytoplasmique ou l'acide teichoique (Avril, et al., 1992).
V.2.2. Les toxines

La pathogénie de S. aureus est liée a divers facteurs de virulence qui peuvent aggraver
les résultats cliniques des infections a Staphylococques (Benito et al., 2014) et attribués a une
combinaison de propriétés. Ici, nous allons abordé les différents groupes de toxines (Benito et
al., 2014); principalement, la leucocidine Panton-Valentine (Pvl) qui est une toxine

membranaire staphylococcique a deux composants, qui cible les leucocytes (Pu et al., 2010) ;

Les toxines staphylococciques comprennent également la toxine-1 du syndrome de
choc toxique (TSST-1), les toxines exfoliatives (ETa a ETd), les entérotoxines
staphylococciques (SE) avec une activité émétique démontrée et les protéines de type
entérotoxine staphylococciques like (SEI) (Chairat et al., 2015). Toutes les toxines énumérées
ci-dessus possedent une activité super-antigénique et ont été désignées comme super-
antigenes staphylococciques (SAgs) (Fijalkowski et al., 2016). Généralement, ce sont des
protéines staphylocciques de type entérotoxine like (SEIs) et cing entérotoxines classiques

(SE) codées par les génes de sea a see (Roussel et al., 2015) ; (Velasco et al., 2018).

Les toxines ci-apres, ce sont des protéines, sécretées par les Staphylocoques, qui vont agir a
distance du site infectieux, ainsi provoquer des syndromes varies. On distingue différents

types de toxines :

A. La leucocidine de Panton Valentine (Pvl)

Des exotoxines bactériennes qui font partie de la famille de toxines synergo-
hyménotropes (SHT) ; avec une activité lytique sur les monocytes, les macrophages, les

polynucléaires neutrophiles et les métamyélocytes (Rainard et al., 2003 ; Fanny et al., 2008).
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Les leucotoxines induisent un influx d'ions Ca*?, et en conséquence, une formation de
pores permettant I'entrée d'éthidium (Barrio et al., 2006). Le locus codant pour la production
de Pvl est porté par un phage et n'est retrouvé que dans un nombre restreint des souches de S.
aureus en France (2 a 5%) alors qu'en Afrique 30% des souches produisent cette toxine
(Batard et al., 2007).

Les souches productrices de Pvl sont classiquement associées a des infections cutanées
primitives, notamment les furoncles, les pneumonies nécrosantes et hémorragiques, mais aussi
des osteomyélites (Durupt, et al., 2007) et des infections graves a point de départ cutané

primaire (Buckingham et al., 2004).

B. Les toxines pyrogénes

Il existe deux toxines pyrogenes, mitogénes, aspécifiques et antigéniques réparties en deux
sérotypes A et B. Ces toxines sont impliquées dans les fiévres scarlatiniformes

staphylococciques (Avril et al., 2000).

C. Les superantigenes

Les superantigenes sont des molécules présentant une liaison directe & grande affinité
avec les antigénes du complexe majeur d'histocompatibilité de classe Il des cellules présentant

I'antigéne (Velasco et al., 2005).

Le S. aureus produit trois types de superantigénes : les entérotoxines, la toxine 1 du
choc toxique (TSST-1) et les toxines exfoliatives. Les pathologies les mieux connues comme
étant associées a ces molécules superantigéniques sont le choc toxique et les dermites
exfoliatives (Merlet, 2010).

C.1. Exfoliatines ou épidermolysines

Ce sont des toxines thermostables, épidermolytiques A et B. Elles provoquent un
décollement intra-épidermique entre le stratum granulosum et le stratum spinosum. Ce qui
provoque une rupture entre les cellules adjacentes, suivie de celles des ponts inter-
cytoplasmiques (desmosomes) ce qui entraine des lésions bulleuses (Vandenesch et al.,
2012) ; que I’on observe parfois au cours des septicémies a staphylocoques et au cours de
I’impétigo. Aussi, le syndrome d’exfoliation généralisé (ou syndrome de la peau ébouillantée)

(Nishifuji et al., 2008).
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Ces deux toxines sont responsables d'infections néonatales, et syndrome de Ritter et
d’impétigo bulleux (Le loir et al., 2010).

C.2. Toxine du Syndrome du Choc Toxique Staphylococcique (TSST-1)

La Toxic Shock Syndrome Toxin-1 (TSST-1) est d’origine chromosomique et qui se
compose de 234 acides aminés avec une masse moléculaire d’environ 22 kDa. Elle n’est
produite que par un nombre limité de souches de S. aureus et déclenche les mécanismes de
I'immunité grace a son effet pyogéne et son activité super-antigénique, qui entraine
I’activation simultanée de plusieurs sous-populations lymphocytaires, ce qui entraine la

libération de plusieurs médiateurs (interleukine, interféron gamma, TNF alpha et béta).

Elle permet la liaison entre le récepteur des cellules T et le CMH I, ce qui induit le

mécanisme pour l'activation des cellules T (Gras, 2006).
C.3. Les Entérotoxines Staphylococciques

Ce sont des exoprotéines, thermostables, insensibles aux enzymes protéolytiques du suc
digestif ; qui constituent un groupe de molécules hautement toxiques produits par les

staphylocoques dans les aliments.

Elles sont impliquées dans les toxémies staphylococciques (TSST-1 et le SSSS pour les
exfoliatines), I'entérocolite aigue pseudomembraneuse et les toxi-infections alimentaires pour
les entérotoxines (Freney, 2007); responsables de diarrhée, vomissements, douleurs
abdominales, et rarement un collapsus cardiaque. Des symptdmes qui apparaissent

rapidement, 1 & 6 heures apres ingestion.

Parmi les staphylocoques a coagulase positive, plusieurs espéces peuvent sécréter des ES,
c’est le cas de S. aureus et de Staphylococcus intermedius (Khambaty et al., 1994 ; Becker et
al., 2001). Selon certains auteurs, quelques especes a coagulase négative comme S. cohnii, S.
epidermidis, S. xylosus et S. haemolyticus (Bautista et al., 1988 ; Cunha et al., 2007 ; Veras et
al., 2008 ; Zell et al., 2008), aussi pour S. delphini (Zhang et al., 2018) peuvent également
produire des ES.

Ces derniéres peuvent posséder un ou plusieurs génes codants pour les entérotoxines, avec

différents supports génétiques (Tableau-1).
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Tableau 1. Support génétique de certains génes d’ES. (Le Loir et Gautier, 2010)

Geéne Localisation génétique Référence
Betley et Mekalanos, 1985 ; Borst et Betley,
Sea Prophage (199 2) y y
Seb Chromosome plasmide, Altboum et al., 1985 ; Shafer et landolo, 1978 ;
transposon Shalita et al., 1977
Secl Plasmide Altboum et al., 1985
Secbov llot de pathogénicité Fitzgerald et al., 2001
Sed Plasmide (P1b485) Bayles et landolo, 1989
See Phage défectif Couch et al., 1988
seg Entreotoxin gene cluster (egc), Jarraud et al., 2001
chromosome
Seh Elément génétique mobile putatif ~ Noto et Archer, 2006
Sei egc, chromosome Jarraud et al., 2001
Sej Plasmide (PI1b485) Zhang et al., 1998
Sek Ilot de pathogénicité Orwin et al., 2001
Sel llot de pathogénicité Fitzgerald et al., 2001
Sem egc, chromosome Jarraud et al., 2001
Sen* egc, chromosome Jarraud et al., 2001
Seo* egc, chromosome Jarraud et al., 2001
Sep Prophage (Sa3n) Omoe et al., 2005
seq Ilot de pathogénicité Jarraud et al., 2002
Ser Plasmide Omoe et al., 2003
Seu egc, (fusion entre entl et ent2), Letertre et al., 2003
chromosome
Seu? egc, (délétion prtielle dans les Thomas et al., 2006
pseudogénes dentl et pent2)
chromosome
sev egc, recombinaison entre selmet  Thomas et al., 2006

sei), chromosome

(*) Renommée d’aprées la note corrective publiée dans J. Immunol.2001. 166 :4260

Actuellement, il

existe plus

de 23

serotypes (Annexe-3) d’entérotoxines

staphylocococciques (SE) (Vasconcelos et al., 2011). Les toxines sea a see, seg a sei. Les
toxines sea a see sont considerées comme des entérotoxines « Classiques » et ont toutes éte
impliqué dans les épisodes de toxi-infections alimentaires (TIA). seh est la seule entérotoxine
non classique qui également été impliquée dans des foyers de toxi-infections alimentaires
(Walker-York-Moore et al., 2017). A noter que la forme native de sea produite directement
dans I’aliment apparait trois fois plus résistance a la chaleur (120°C pendant 15min) que la
forme purifiée. Pour ce qui est du seb, cette toxine superantigenique est considérée

actuellement comme une puissante arme biologique (Greefield et al., 2002).
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Les études récentes obtenues a partir de 1’analyse du génome ont pu mettre en
évidence de nombreux génes homologues aux génes codant pour les (SE), il s’agit ici
d’entérotoxines staphylococciques like (SEIs) : SEIJ-SEIY (Soares Casaes Nunes et al., 2015)
avec des propriétés émétiques vérifiée sur les primates (Omoe et al., 2013). Des entérotoxines
codees par des genes inserés dans les éléments génétiques mobiles (EGMs) (Soares Casaes
Nunes et al., 2015 ; Zhang et al., 2018).

Staphylococcus argenteus ainsi que Staphylococcus schweitzeri, les nouvelles parties du
complexe de S. aureus avec un potentiel entérotoxicigénique (Jiang et al., 2018);
(Wakabayashi et al., 2018) semblent étre associée a des infections, mais aucun cas

d'intoxication alimentaire n'a encore été signalé (Suzuki et al., 2017).

V1. Meéthodes de diagnostiques

V1.1. Méthodes de distinction entre espéces de Staphylocoques
VI1.1.1. Méthodes biochimiques « Galerie APl Staph »

La détermination utilise une galerie biochimique d’identification miniaturisée. Ce systeme
standardisé utilise des tests d’assimilation des sucres et des tests enzymatiques permettant
d’identifier 20 espéces et sous espéces de staphylocoques. La galerie APl Staph® contient
vingt micro-tubes, surmontés de cupules contenant des substrats déshydratés qui permettent
de réaliser dix-neuf tests biochimiques correspondant au métabolisme respiratoire, glucidique
et protéique des bactéries. La suspension bactérienne de 0,5 Mac-Farland est préparée a base
d’une culture pure de 18 a 24h. La galerie est ensemencée puis incubée a 35+2°C, pendant 18
a 24 h. En présence des acides produits par ’utilisation des différents sucres testés, le rouge
de phénol, indicateur de pH, vire au jaune. Le profil numérique de la souche est ainsi établi
selon les résultats obtenus et permet ainsi son identification a 1’aide du logiciel apiweb®
(Delarras, 2007). Cette galerie est assez performante pour distinguer les principales espéces

de staphylocoques coagulase négative.
V1.1.2. Méthode spectrale « MALDI-TOF MS »

L’identification bactérienne de routine s’est toujours basée sur les tests phénotypiques et
biochimiques. Le souci majeur en bactériologie de routine était le temps. La spectrométrie de
masse (MS), technique utilisée depuis la fin du XIX® siécle, a été appliquée ces derniéres

années afin d’identifier des micro-organismes, en routine.

24 |Page



REVUE DE LA LITTERATURE _

Parallelement, Le MALDI-TOF (Matrix assisted laser desorption ionisation time-of-
flight) est une approche révolutionnaire d’identification bactérienne basée sur les spectres
peptidiques. Connue d’étre rapide, pas cher et trés efficace (95.4%) (Seng et al. 2009). Il
existe déja trois MALDI-TOF de spectrométrie de masse: MALDI Biotyper™ (Bruker
Daltonics), SARAMIS™ (Shimadzu & Anagnostec) et Le MALDI micro MX™ (Waters
Corporation) (Seng et al. 2009).

Son principe est simple, des ions de masse et de charge différentes soumis a un champ
électrique se déplacent, et la distance parcourue en un temps donné est fonction du rapport
masse sur charge (m/z). La premiere étape consiste a mélanger 1’échantillon a la matrice. Le
mélange ainsi formé est déposé sur un support (plaque métallique), qui est introduite dans le

spectrometre de masse. Chaque dépot est soumis a I’action du rayon laser UV.

Le role de la matrice est d’absorber 1’énergie provenant du laser. Les ions ainsi formés vont
étre mis en mouvement, et I’analyseur va les séparer en fonction de leur rapport m/z. Les ions
sont séparés selon leur temps de vol (time of flight), ceux de petite taille atteignant les
premiers le détecteur. La somme des ions analysés va former un spectre caractéristique de
I’échantillon. Classiquement, 1’axe des abscisses correspond au rapport masse sur charge
(m/z) et ’axe des ordonnées a l’intensité relative du signal. Pour la classification, les
méthodes de « Clustering » sont conventionnellement utilisées et les résultats sont visualisés
en dendrogrammes (Biswas et Rolain, 2013). Les premiéres applications de cette approche a

I’identification de bactéries intactes sont mentionnées dans (Annexe-4).
V1.1.3. Méthode génotypique « Application de la PCR »

Sa spécificité et sa capacité a fournir simultanément un grand nombre d’informations en
un temps record, répond aux trois attentes de la pratique : I’identification, le typage et

I’antibiogramme (Billy, 2003). La PCR peut étre conventionnelle ou en temps reelle.

En 2001, Aarts et al. décrivent la PCR comme étant la répétition de cycles de denaturation et
d'élongation au bout desquels de nombreuses copies de I'ADN ciblées sont obtenues et cela,
en peu de temps. Dans la PCR conventionnelle, la phase d'amplification est suivie d'une
migration de I'amplicon sur gel d'agarose et la révélation du gene est effectuee par coloration
avec l'agent intercalant, « le bromure d’éthidium » ou « Sybr safe ». Cette technique présente
néanmoins des limites de détection variables selon le protocole d’extraction de I’ADN (De
Buyser et al., 2010).
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Par contre, la PCR en temps réel, la plus récente comme technique, présente
I’avantage d’avoir les colorants fluorescents intercalés dans I'ADN double brin au fur et a
mesure que ’amplicon se forme. Cette technologie permet un gain de temps, une
quantification du géne recherché, une détection de plusieurs genes a la fois et la réduction des
risques de contamination de produits PCR (Aarts et al., 2001).

Récemment, une PCR multiplex était développée pour rechercher plusieurs genes a la fois, en
utilisant plus de deux paires d'amorces (Costa, et al., 2005 ; Strommenger et al., 2003 ;
Martineau et al., 2000).

V1.1.3.1. Méthode d’amplification d’ADN par PCR : Typage agr

Le systeme « accessory gene regulator » est un régulateur global contrélant 1’expression
de nombreux facteurs de virulence du S. aureus (Vandenesch, 1997). Un polymorphisme dans
la séquence protéique du récepteur (AgrC) permet de définir quatre alleles agr sur la base
d’une PCR multiplex emboitée. La divergence des alleles agr permet de séparer 1’espece S.
aureus en quatre fonds génétiques distincts : agr 1, agr 2, agr 3 et agr 4 (Vandenesch et al.,
2012). 1l est supposé que c'est I'activation du systéme agr qui permet le passage d'une colonie

commensale a une colonie pathogene (Antunes et al., 2010).

V1.1.3.2. Méthodes fondées sur le séquencage
A. PCR-séquencage du gene tuf

L’amplification-séquencage du géne tuf s’est substituée aux multiples techniques
conventionnelles parfois délicates pour 1’identification des staphylocoques. La technique est
généralement utilisée pour toutes les identifications non concluantes de souches par la
technique du MALDI-TOF ou lors de résultats atypiques ou aberrants (Vandenesch, et al.,
2017).

B. Multi locus sequence typing (MLST)

Cette une approche qui combine la séquence de plusieurs genes structuraux. Sept génes
ont été retenus pour S. aureus : arcC, aroE, glpF, gmk, pta, tpi et ygiL. Une base de données
internationale contenant des isolats provenant de différents laboratoires a travers le monde est
disponible sur internet (http//www.mlst.net). Le colt élevé, et la charge de travail importante

(séquencage de sept génes) sont ses principaux inconvénients (Blanc et al., 2010).
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V1.2. Méthodes de détection moléculaire des entérotoxines

Un outil moléculaire qui permet de détecter grace a des amorces cibles et spécifiques ; un
ou plusieurs genes codants pour un ou plusieurs facteurs de virulence. Une démarche
méthodologique qui ne pourra pas rechercher le produit d’expression, ni la présence
d’entérotoxines staphylococciques. En effet, cet outil donne des éléments de réponses quant
au pouvoir toxinogéne des souches isolées depuis une matrice alimentaire, et ce par la

méthode la plus sensibles et spécifique, qui est la polymerase chain reaction (PCR).

De nombreux tests PCR ont été développés pour détecter les genes SE dans les souches de S.
aureus isolées depuis des matrices alimentaires (Roussel et al., 2015). Que ce soit de la PCR

standard ou la reverse transcriptase polymerase chain reaction simple (g-PCR) ou multiplexe.

VIIl. L’antibiorésistance de S. aureus et son évolution

Les antibiotiques, couramment utilisés dans les pratiqgues médicales modernes, sont les
médicaments les plus fréquemment prescrits; qui ont sauvé des centaines de millions de
personnes au cours du dernier siécle (Liu et al., 2019). La nourriture représente un véhicule
important pour le transfert de la résistance aux antimicrobiens en raison de I'utilisation

excessive et incontrdlée d'antibiotiques chez les animaux (Can et al., 2017).

Les aliments peuvent transférer tres efficacement les bactéries résistantes aux
antibiotiques dans le tractus intestinal des consommateurs. C'est exactement dans I'intestin
que peut se produire le transfert de génes de résistance entre des bactéries non pathogenes et

des bactéries pathogenes ou opportunistes (Pesavento et al., 2007).

Par conséquent, de nombreuses émergentes et réémergentes bactéries résistantes aux
antibiotiques sont devenues la nouvelle crainte mondiale (Abat et al., 2018) puisqu’ils causent
700 000 déces par an (WHO, 2015), augmentant ainsi le taux d'échecs thérapeutiques, en
particulier avec l'utilisation courante des antibiotiques en médecine humaine et vétérinaire, et
les multiples voies de transmission aux humains, notamment les aliments d'origine animale et

en particulier la viande (Kassahun et Wongiel, 2019).
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Depuis lors, S. aureus et le SARM ont été découverts chez des animaux producteurs
daliments et de la viande vendue au détail, ce qui accroit les inquiétudes concernant
I'exposition des humains a travers la chaine alimentaire. Ainsi, la pathogénie
staphylococcique n’est pas seulement responsable d'une grande variété de maladies animales
et humaines (Mama et al., 2019) mais peut également servir de réservoir de genes de
résistance (Fijalkowski et al., 2016), favorisant le transfert de ces déterminants depuis les
bactéries non pathogénes aux bactéries pathogenes et opportunistes (Martins et al., 2013).
Des genes de résistance qui peuvent étre soit dans I'ADN chromosomique soit dans 'ADN
plasmidique.

VI1.1. L’émergence des SARM

La résistance aux antibiotiques est un enjeu partagé entre les médecines humaine et
vétérinaire, et I’émergence continuelle de souches bactériennes résistantes est classiquement

mise en relation avec 1’'usage de ces molécules dans les différentes situations cliniques

(Haenni et al., 2018).

Selon I’OMS, I’antibiorésistance est un phénoméne qui apparait lorsqu’une bactérie
évolue et devient insensible aux antibiotiques utilisés pour traiter les infections dont elle est
responsable. Une souche dite « résistante » est une souche qui supporte une concentration
d’antibiotiques plus €levée que celle qui inhibe le développement de la majorité des souches
de la méme espéce. Une situation critique qui résulte soit d’un usage massif d’antibiotiques en
métaphylaxie ; associée ou non a leur emploi comme facteurs de croissance. Ce qui a conduit
a des conséquences d’ordre économique, sanitaire ou agroalimentaire car il s’agit d’une
propriété intrinseque et inévitable du monde des micro-organismes et ¢’est un phénoméne qui

préside a I'évolution de ces especes (Bourgault et al., 2014) ; (El abdani, 2016).

Chaque année aux Etats-Unis, les souches de SARM sont responsables d’environ
100 000 cas d’infections avec un taux de mortalité d’environ 20% (Safarpoor Dehkordi et al.,
2017). Les premiéres souches résistantes sont apparues des 1’utilisation de la pénicilline G
dans les années 40. C’est 1’un des plus préoccupants organismes résistants (Campbell et al.,
2014). Cette résistance est liée a 1’acquisition d’un plasmide producteur de penicillinase
responsable de la sélection de souches résistantes a cet antibiotique qui est une résistance

plasmidique et se propage donc tres rapidement a plusieurs autres souches.
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Chez les bactéries Gram-positives, lorsqu’une souche montre une résistance aux
pénicillines du groupe M, elle est appellée « Résistante a la méticilline » ; aussi résistante a
toutes les Béta-lactamines y compris 1’oxacilline (Snyder et al., 2013). Elle est due a la
production d'une autre protéine de liaison a la pénicilline (PBP2a) codée par le gene mecA,
mecB, mecC ou mecD (Schwendener et Perreten, 2018) codant pour une « protéine liant la
pénicilline » (PLP). Les PLP sont impliqués dans la biosynthese et le remaniement du
peptidoglycane ce qui donc explique la résistance des SARM au Béta-lactamines par la faible
affinité de celles-ci aux PLP2s. Il est peu probable que la résistance a la méticilline est
chromosomique, et donc sa diffusion est plus lente mais maintien sa progression (Pesavento et
al., 2007).

Parmi les Staphylococcus spp., les genes mecA et mecC se trouvent sur une classe
unique d'éléments génétiques mobiles (EGMSs), désignée par le chromosome mec de la
cassette de staphylococcus (SCCmec) (Shore et Coleman, 2013). Par conséquent, des souches
de staphylocoques résistantes a la méticilline sont apparues en raison de l'acquisition de ces
éléments (Lakhundi et Zhang, 2018). Certains d’eux contiennent des génes de résistances
supplémentaires localisés dans les plasmides intégrés codant pour des résistances aux
aminosides, macrolides et cyclines, rendant la souche multi-résistante et en fonction du fond
génétique de la souche de S. aureus et du type de SCCmec acquis, existe une multitude de
SARM différents (Gerard, et Cattoir, 2014).

Dans le cas des SARM nosocomiaux, une résistance aux fluoroquinolones, aux
synergistines, a la fosfomycine et aux aminosides (sauf a la gentamicine) est fréquemment
associée. Les glycopeptides, 1’acide fusidique, le linézolide et la rifampicine restent

généralement actifs sur ces souches (Perez, 2013).

En 2017, et pour la premiere fois, le géne mecB et mecD a éeté détecté chez M.
caseolyticus (une bactérie catalase et oxydase positive apparentée au genre Staphylococcus)
sur différentes Tles génomiques appelées I'Tle de résistance de M. caseolyticus (Schwendener
et al., 2019), mais on en sait relativement peu sur I'épidémiologie des macrocoques
(MacFadyen et al., 2018).

Le développement des outils de biologie moléculaire tels le séquencage (Multilocus
Sequence Typing) (Robinson et Enright, 2003) et la caractérisation de la cassette contenant le
géne de résistance (SCCmec) (Ito et al., 2004) ; a permis de distinguer trois grands clones

pandémiques de SARM (Benito et al., 2014) :
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VI1.1.1. Chez I’homme

A. SARM-associé aux hopitaux (SARM-AH)

Le S. aureus résistant a la méticilline (SARM) est I'un des pathogénes nosocomiaux
les plus répandus dans le monde et capable de provoquer un large éventail d'infections liées a
I'ndpital (Lee, 2007).

Nous qualifions les infections a SARM-AH de nosocomiales si ces derniéres
apparaissent au moins 48 heures apres l'admission dans un établissement de soins. Le séjour
prolongé a I'hopital, les soins dans les établissement de santé, le traitement prolongé aux
antibiotiques, les interventions chirurgicales et/ou le contact étroit avec des personnes
infectées ou colonisées par le SARM sont des facteurs de risque pour attraper le SARM-AH
(McCarthy et al., 2010).

En Algérie, des prévalences de 33,2% (204/614) et 42% (141/335) ont été rapportées
pendant les périodes de 2003 a 2004 et de 2006 a 2007 respectivement dans les hopitaux
d’Alger (Ramdani-Bouguessa et al., 2006 ; Antri et al., 2010).

B. SARM-associé a la communauté (SARM-AC)

Il s’agit de souches isolées depuis des personnes en bonne santé et sans facteurs de
risque liés aux soins (Akkou, 2016). Les SARM-AC et les SARM-AH appartiennent a

différentes séquences-types et portent des types distincts de cassettes SCCmec.

De plus, les souches de SARM-AC sont porteuses de facteurs de virulence tels que la
leucocidine de Panton-Valentine (pvl) (Vanderhaeghen et al., 2010). 1l peut également servir

de source d'infections acquises dans la communauté.

En Algérie, 35% de souches de SARM-AC ont été isolées parmi 365 S. aureus responsables

d’infections invasives et non invasives durant les années 2006 et 2007 (Antri et al., 2010).
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VI1.1.2. SARM-associé au bétail (SARM-AB)

Chez I’animal, les premiéres descriptions du portage de staphylocoques remontent & 2004,
suite & des infections massives chez les porcs et leurs éleveurs (Armand-Lefevre et al., 2005).
Deux ans apres; aux Pays-Bas, I’apparition d’infections humaines par des souches d’origine
porcine a suscité un large questionnement scientifique sur le risque de transmission des
staphylocoques spécialement le SARM d’origine animale aux humains (Krziwanek et al.,
2009). Plusieurs enquétes de prévalence, ont également été menées (Jouy et al., 2008) avec un
isolement de certain nombre de lignées de SARM identifiées parmi un large éventail
d’espéces de mammiféres et d’oiseaux. Par conséquent, la possibilité 1’existence d’une

zoonose émergente a été évoquee.

Et ce n’est que récemment que le SARM a été isolé du bétail (Smith et Pearson, 2011).
Ainsi, ces animaux peuvent servir de réservoirs, et la bactérie peut étre transmise aux
personnes ayant un contact étroit avec des animaux colonisés par le SARM. Récemment, il y
a eu un intérét croissant pour la présence de S. aureus, en particulier le SARM dans la viande

et les produits carnés (Jackson et al., 2013).
VI1.2. L apparition de résistance a la Vancomycine (SARV)

Un antibiotique de la famille des glycopeptides qui constitue la référence pour le
traitement des infections 8 SARM (Fauchére et Avril, 2002). Les premieres souches de S.
aureus de résistance diminuée a la vancomycine (VISA) ont été décrites au Japon en 1997, et
ont depuis été signalées partout dans le monde (Howden et al., 2010).

Depuis, une nomenclature de résistance a la vancomycine a été adoptée en fonction de la
CMI: Les souches Staphylococcus aureus de résistance intermédiaire a la vancomycone dites
Vancomycin-Intermidiate Staphylococcus aureus « VISA »; les souches Staphylococcus
aureus de résistance intermédiaire aux glycopeptides dites Glycopeptides-Intermediate
Staphylococcus aureus « GISA » (Fauchére et Avril, 2002) ; les souches S. aureus avec
résistance hetérogene dites heterogeneously-resistant S. aureus «VRSA » (Clark et al.,
2005) ; et les souches S. aureus résistant a la vancomycine/ S. aureus résistant aux
glycopeptides dites Vancomycin-Resistant S. aureus « VRSA »/ Glycopeptide-resistant S.
aureus « GRSA » (Walsh et Howe, 2002).
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Bien que les épidémies de VISA ne soient pas signalées, 1’identification aux Etats-Unis,
en Inde et en Iran, de souches entiérement résistantes a la vancomycine (VRSA) constitue une
menace certaine (Lindsay, 2010). Force est de dire que la fréquence des souches résistantes a
la vancomycine restent trés rares comparée a la méticilline (<10%) (Howden et al., 2010) ; a

des exceptions pres (Sancak et al., 2005).

VIII. Le pouvoir pathogene de S. aureus

Les infections par S. aureus sont caractérisees d'une part par le caractére destructif,
profond et suppuré de la porte d'entrée ou des foyers métastatiques, la rapide dissémination
des meétastases septiques et l'existence de signes généraux marqué, d'autre part d'une

persistance prolongée plusieurs dizaines d'année.

Le S. aureus peut étre responsable de deux types d'infections : les infections

suppuratives et les toxémies staphylococciques (Proctor et al., 1998).
VII1.1. Les infections suppuratives superficielles et profondes

Aussi bien chez I’homme que chez les animaux, le S. aureus peut étre a l'origine
d'infections cutanées superficielles ou profondes qui peuvent évoluer de facon isolée ou
entrainer des septicémies : Le furoncle, la folliculite, I'abces, le panaris, I'anthrax, I'impétigo,
la spondylodiscite, I'infection sur prothése et les infections viscérales (Avril et al., 2003 ;
Nauciel, 2005).

VII1.1.1. Les infections chez I'homme

Le principal staphylocogue pathogene chez I'nomme est le Staphylococcus aureus. Il
s’agit d’un germe pyogéne responsable de nombreuses infections qui sont principalement
cutanées (abces, furoncles, panaris et folliculites) ou muqueuses (otites, sinusites et

conjonctivites).

Elles peuvent cependant s'étendre par extension locorégionale ou suite a une
bactériémie et provoquer des infections suppuratives plus profondes (abces multiples,

arthrites, endocardites, pneumonies et ostéomyélites) (Brun et Bes, 2000).
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VII1.1.2. Les infections chez les ovins et bovins

Chez le mouton, nous trouvons la dermatite staphylococcique qui peut se compliquer
par I’ecthyma. Chez les adultes, les lésions sont ulcéreuses, suppurées, crolteuses et non
prurigineuses ; au départ, un érythéme précede la formation d'une papule qui s'ulcére. Une
polyarthrite chez l'agneau et mammite gangréneuse chez la brebis peuvent se présenter
(Boudnar-Kechih, 2019).

Staphylococcus aureus est responsable de nombreuses mammites cliniques chez les
ruminants et est le principal agent de mammites sub-cliniques chez les bovins. Des infections
cutanées comme l'impétigo ou des folliculites chez les bovins sont freqguemment dues a
S.aureus (Hermans et al., 2010 ; Barkema et al., 2006 ; Akkou, 2016)

VI11.2. Les infections non suppuratives d*origine toxinique

Les infections toxiques staphylococciques regroupent le choc toxique
staphylococcique, la maladie exfoliante généralisée, les toxi-infections alimentaires et la

pneumonie nécrosante (Dinges et al., 2000).
VI11.2.1. Le syndrome de choc toxique staphylococcique

Provoqué par la diffusion dans I'organisme de la toxines (TSST-1) ou de certaines
entérotoxines (B, C) (Yarwood et al., 2002). La particularité des toxines du choc toxique
staphylococcique est d'étre des superantigenes. Un phénomene qui va activer les lymphocytes
T qui libéreront brutalement et massivement des cytokines pro-inflammatoires responsables
des signes de choc (Gillet et al., 2002).

Un syndrome accompagné d’une fievre supérieure a 39°C, une hypotension artérielle et une
érythrodermie scarlatiniforme généralisée, suivie 7 a 14 jours plus tard d'une desquamation

intense et d'une atteinte multi-viscérale (Fanny et al., 2008).
VI111.2.2. La toxine de « Panton et Valentine »

Elle est individualisée dans la pneumonie necrosante n'est pas un superantigene mais
détruit les polynucléaires et entraine une nécrose du tissu pulmonaire et des muqueuses de

voies aériennes (Gillet et al., 2002).
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VI11.2.3. Le syndrome d'exfoliation généralisée

Une pathologie rare caractérisée par une érythrodermie douloureuse initialement péri-
orbitaire et péri-buccale, qui se généralise en 24 heures, et qui est suivie par un décollement
bulleux, régressif en 2 a 4 jours sous antibiothérapie (Eveillard, 2007).

VI11.2.4. Les toxi-infections alimentaires a S. aureus (TIAC)

Selon les projections démographiques des Nations Unies, la population humaine tend a
augmenter a 9,7 milliards en 2050 (United-Nations, 2019). Cette situation a déclenché une
augmentation de la consommation alimentaire mondiale et une importance accrue a la sécurité
alimentaire de la table a 1’étable. Cependant, lorsque des agents pathogenes contaminent les
aliments, ils peuvent provoquer des maladies d'origine alimentaire, souvent appelées «Toxi-
infections alimentaires». 1l s'agit d'une infection résultante de I'ingestion d'aliments

contaminés par certains agents infectieux ou leurs toxines (Kassahun et Wongiel, 2019).
VI11.2.4.1. Conditions requises pour une toxi-infection alimentaire a S. aureus

En sécurité sanitaire des aliments, les entérotoxines staphylococciques représentent
la deuxiéme cause de toxi-infection alimentaire d’origine bactérienne dans le monde
(Sergelidis et Angelidis, 2017) et un risque préoccupant pour la santé publique (Chairat et al.,
2015). Des toxines émétisantes, a I'exception de la TSST-1, qui sont thermostables, résistent a
la cuisson et aux enzymes du tube digestif (Fanny et al., 2008). De ce fait, I’assainissement
d’un produit fortement contaminé par S. aureus n’est pas garanti par un traitement thermique,

car celui-ci détruit les bactéries et non leurs toxines (Mebkhout F., 2019).

Il s’agit d’une intoxination alimentaire secondaire a la consommation d'aliments contenant
des quantités suffisantes d'une (ou plusieurs) toxines préformées (Pu et al., 2010);
(Fijalkowski et al., 2016) ; 20 ng a 1 pg d'entérotoxines staphylococciques sont capables de
provoquer des épidémies rapides de maladie en 30 min a 8 heures pendant environ 24 heures
(Quoba et al., 2019).

Pour le nombre de cellules bactériennes necessaires pour produire des niveaux détectables
d'entérotoxines; certaines études suggérent que 10° & 10° UFC par g ou mL de S. aureus dans
la nourriture sont généralement suffisante pour générer un épisode de toxi-infection
alimentaire (Walker-York-Moore et al., 2017).
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VI111.2.4.2. Le risque pour le consommateur

Bien que le fardeau des maladies d'origine alimentaire est un probleme mondial de
santé publique, les régions Africaines classées par ’'OMS ont les taux d'incidence et de
mortalité les plus élevés, y compris les enfants de moins de cing ans avec plus de 91 millions
chaque année et 137 000 déces (WHO, 2015). En Algérie, plus de 15 233 cas de toxi-infection
alimentaire avec 16 déces et des cas d'hospitalisation ont été enregistrés, entre 2016 et 2017.
De plus, 14 wilayas ont eu plus de 200 cas en 2017 (Algerian Ministry of Health, 2018). Des
chiffres qui sont toutefois probablement sous-estimés en raison d'une série de facteurs, y
compris la notification non obligatoire des cas aux systemes de surveillance appropriés, le

manque de systemes de surveillance rigoureux.

Comme tableau clinique, les symptdmes peuvent variés entre des nausées, des
vomissements severes, des crampes abdominales, des maux de téte et de la diarrhée avec une
hospitalisation pouvant évoluer vers la mort parmi les groupes sensibles (nourrissons,
personnes ageées, patients affaiblis et personnes atteintes de maladies concomitantes) (Wang et
al., 2017). La diarrhée reste la principale cause de décés chez les enfants des pays en

développement et pauvres en ressources (Odeyemi, 2016).

En termes de menace pour la santé publique, récemment dans les épisodes de toxi-
infections alimentaires, le potentiel entérotoxinogene d'espéces de staphylocoques a coagulase
positive et négative a été de plus en plus reconnu dans les enquétes épidémiologiques (Ouoba
et al., 2019). Cependant, la pathogénie staphylococcique n’est pas seulement responsable
d'une grande variété de maladies animales et humaines (Mama et al., 2019) mais peut
également servir de réservoir de génes de résistance (Fijalkowski et al., 2016), favorisant le
transfert de ces déterminants depuis les bactéries non pathogenes aux bactéries pathogenes et

opportunistes (Martins et al., 2013).

La nourriture représente un véhicule important pour le transfert de la résistance aux
antimicrobiens en raison de l'utilisation excessive et incontrdlée d'antibiotiques chez les
animaux (Can et al., 2017). Par conséquent, de nombreuses émergentes et réémergentes
bactéries résistantes aux antibiotiques sont devenues la nouvelle crainte mondiale (Abat et al.,
2018).
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VI111.2.4.3. Les produits carnés et les intoxications staphylococciques

Le plus souvent, la viande et les produits carnés; ont été impliqués dans des incidents de
toxi-infections alimentaires attribués a S. aureus (Normanno et al., 2007) (Jackson et al.,
2013). De nombreuses recherches d'actualité ont été menées pour enquéter sur la présence de
S. aureus dans différents types de viandes (Velasco et al., 2018); (Kim et al., 2018); (Jansen
et al., 2018); (Thapaliya et al., 2017); (Shawish et Al-Humam, 2016); (Sergelidis et al.,
2015). Des matrices alimentaires trés riches en nutriments et favorables pour une

toxinogeneése.

Une toxinogénése conditionnée par la croissance bactérienne (Tableau-2) et peut survenir
a des températures entre 10C° et 45C° et a un pH neutre. Aussi, elle est inhibée lorsque la
teneur en sel dépasse 10% et lorsque I’Aw est inférieure a 0,86 en milieu anaérobie ou
inférieur a 0,92 en milieu aérobie quels que soient les autres parametres (Garry et Juin, 2010).
A noter que le S. aureus est capable de former des biofilms aussi bien sur les surfaces
biotiques de I’hdte que sur les matériaux abiotiques des dispositifs médicaux (Oubekka,
2012), ce qui est le cas pour les ateliers de découpes et les surfaces de travail chez les

bouchers.

Tableau 2. Conditions de survie, de croissance et de toxinogénése de S. aureus (Buyser, 2008)

. Croissance Toxines (SE)
Parametres _ _ i _ _ _
Optimum Extrémes Production optimale  Limites de production

Température (°C) 35-41 6-48 34-40 10-45
pH 6-7 4-10 7-8 5-9.6
Activité d’eau 0.99 0.83-0.99 0.99 0.86-0.99
[NaCl] 0-4 0-20 0-4 0-10
Atmosphére Aérobie  Aéro-anaérobie Aérobie Aéro-anaérobie

Récemment, cependant, il y a eu un regain d'intérét pour la sécurité alimentaire des
consommateurs en ce qui concerne les produits typiques telle la «Merguez»; une saucisse crue
d’origine Nord-Africaine largement consommée en Algérie (Hachemi et al., 2019) ; qui a été
fabriquée dans un environnement non industriel, caractérisée par une production par lots a
petite échelle (Conter et al., 2008) et favorable a la croissance des agents pathogenes (Ed-Dra
et al., 2018).
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IX. Les saucisses crues de type « Merguez »
IX.1. Définitions

Les termes « saucisse » et «saucisson » sont dérivés du latin « salsucia » qui signifie
une viande hachée salée. La saucisse et le saucisson sont constitués de boyau rempli de viande
hachée et peuvent contenir de 1’eau, des sucres et des épices. Le saucisson differe de la

saucisse par leur taille, le premier étant une grosse saucisse (Isaac-Budju, 2010).

L’appellation « Merguez » désigne, une saucisse fraiche, courte, de petit calibre et

fortement pimentée consommée a [’origine presque exclusivement en Afrique du nord

(Hachemi et al., 2019).

Selon l’arrété interministériel du 19 chaoual 1417 correspondant au 26 février
1997, article 2 de la réglementation Algérienne, la dénomination « Merguez » est réservée a
une préparation qui ne peut étre composée d’autres €léments que des viandes bovine et ovine
et de graisses de ces animaux, additionnés ou non d’aromates d’épices et de condiments, a

I’exclusion de tout abats et issues.
I1X.2. Composition

Le choix de la matiere premiére consiste en un tri et un choix des morceaux afin
d’obtenir un mélange de maigre et de gras, elle est essentiellement constituée de la viande

(bovine et ovine), de la matiére grasse et du tissu conjonctif.

A. Laviande

Nous entendant par la viande, I’ensemble des produits issus de la transformation des
chairs des animaux de boucherie, c'est-a-dire carcasses et produits de découpe qui en
découlent (Magras, et al., 2009).

La Merguez est composée de viande bovine et ovine et ne doit pas présenter une teneur en
tendons, en nerfs et aponévrose dépassant 5% conformément & [’arrété du 26 Février 1997 de

la réglementation Algérienne.

B. La matiére grasse

Dans son article 4, le méme arrété stipule que les « Merguez » ne doivent pas présenter

un taux de matiéres grasses totales, supérieure a 25%.
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Seront tolérés les écarts n’élevant pas cette limite au de-1a de 27%. Lorsqu’elle est
trop abondante, elle perturbe la saveur du produit, une teneur de 20% rend la saveur mediocre.
Le gras s’oxyde facilement et son altération est la principale cause de la dégradation de la

qualité de la viande hachée (Rakansou, 2008).
C. Les boyaux

Un boyau est une enveloppe qui permet la protection des produits de charcuterie cuits

ou crus et enveloppe la viande hachée. lls peuvent étre de trois types :

* | es boyaux synthétiques : Elaborés a partir de substances cellulosiques. Ces boyaux de
par leur solidité, leur transparence, leur facilité d’emploi et leur caractére esthétique, sont
largement utilisés dans I’emballage des produits de charcuterie.

<@ Les boyaux reconstitués : Fabriqués a partir de fibres animales, des déchets de boyaux,
de tendon et de peaux constituent la matiere premiére de ces enveloppes.

* | es boyaux naturels : Sont les différents paries des intestins d’animaux de boucherie
(bovin et ovin), la particularité de ces boyaux est leur perméabilité relative, ce qui permet
de garder les saucisses crues comme les merguez juteuses et fraiches pendant plusieurs

jours. C’est ce type qui est le plus souvent la source de contamination. (Penda, 1994).

D. Les additifs

Représentaient principalement par les épices, dont le role est I'apport d'ardme et de godt,
mais certaines possedent aussi des propriétés anti-oxydantes (Rakansou, 2008). Selon la
réglementation Algérienne, la coloration des Merguez est permise au moyen de matiéres
colorantes d’origine naturelle a 1’exclusion de toutes autres, et ce dans les proportions

généralement admises par les bonne pratiques d’hygiéne et de fabrication.

IX.3. La présentation a la vente

Les Merguez doivent étre présentées dans une vitrine réfrigérée et vendues
rapidement, car la perte de poids par dessiccation peut étre importante a cause du faible
diameétre des boyaux.

Selon la réglementation Algeérienne, l’arrété du 26 Février 1997 dans son article 8
« L’exposition a la vente a [’air libre et ou sur la voie publique ainsi que la suspension des

merguez a des crochets est interdite » ;
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Une technologie de fabrication des Merguez qui nécessite un certain nombre de

manipulations. D’ou les possibilités de contamination exogenes qui viennent s'ajouter aux

contaminations endogenes des produits. Raison pour laquelle, il est nécessaire de bien

maitriser les bonnes pratiques d’hygiéne et de fabrication (BPH/F) afin de prévenir I’apport

de germes et de limiter les risques de leur développement et une éventuelle toxinogénese.

I1X.4. La contamination des saucisses crues a S. aureus

Une contamination qui ; selon les diverses études menées (Tableau-3); peut avoir deux

origines : Contamination endogene et exogéne ; avec plusieurs sources.

Tableau 3. Synthese des travaux menées sur la contamination de viande et dérivées par S.

aureus

Auteurs (Année) Pays Denrée Prévalence (%)
Hachemi et al., 2019* Algeria Sausage 25
Ed-Draetal., 2018* Marroco Sausage 50
Chaalal et al, 2018 Algeria Raw meat 29.4
Thapaliya et al., 2017 USA Beef products 13.70
Thapaliya et al., 2017* USA Pork sausage 42.3
Osman, et al., 2017 USA Beef meat 12
Tang et al., 2017 Denmark Retail meat (Pork) 60
El seedy et al., 2017 Egypt Meat products 16.60
Wang et al., 2017* China Meat and meat products 1.8
Arslan et al., 2017 Turkey Beef 42.50
Dehkordi et al., 2017 Iran Raw meat 26.31
Shawish et al., 2016* Saudi-Arabian Beef sausage 30
Geetal., 2016 USA Retail beef meats 24.50
Osman et al., 2015 Egypt Beef raw meat 23.10
Sergelidis et al., 2015 Greece Carcasses 18
Ndahi et al., 2013* Nigeria Meat products 9.15
Benito et al., 2014 Spain Meat 7
Jackson et al., 2013 Georgia Retail beef meat 63
Pesavento et al., 2007 Italy Beef meat 29.41
Normano et al., 2007* Italy Meat/Meat products 9.79
Ranucci et al., 2004* Italy Raw pork sausage 11.77

(*) Les travaux réservés aux saucisses
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Elle peut résulter d’une contamination d’origine animale ; qui représente un danger a
risque important car 1’agent pathogéne et ses toxines diffusent dans tout 1’organisme a partir
du site d’inoculation tel est le cas des mammites staphylococciques (Sygroves, 2003) ;
(Akkou, 2016). La mauvaise qualité de la viande de départ, peut résulter de plusieurs
facteurs : Une contamination des carcasses par le contenu intestinal et/ou digestif au cours de
I’abattage et qui provoque « la bactériémie d’abattage » ; également, le stress que les animaux
subissent avant abattage, la saison, la densité des animaux, la durée de transport (Odetokun et
al., 2018), ainsi que I’hygiéne de 1’abattoir. Ce qui met en avant I’importance de la stabulation
dans le processus d’abattage des animaux ; qui constitue en effet une période d’observation et
de repos de I’animal pendant laquelle la diéte hydrique s’effectue. En effet, une absence de
diete hydrique peut engendrer la bactériémie postprandiale préjudiciable a la qualité

hygiénique de la viande (Yougbare, 2014).

La contamination peut étre exogene, avec une origine humaine, animale ou
environnementale (Hiron, 2007). Les sources peuvent étre trés variées: Un manque
d’hygiéne, une recontamination due a des conditions sanitaires et hygiéniques défectueuses
(Sergelidis et al., 2017), le nombre de manipulations que les saucisses subissent par le
boucher tout au long des procédés de fabrication (Sergelidis et al., 2015) ainsi que la qualité
de la manipulation sont une éventuelle source de contamination (Simon et al., 2007).
Egalement, le non contrble des processus de stockage, la contamination manu-portée, le
manque de formation du personnel, et les conditions d’hygiéne dans les industries
alimentaires (Simon et al., 2007); (Ed-Dra et al., 2017), ce sont d’éventuels facteurs
influencant la qualité de la viande et par conséquent celle des saucisses crues vendues en

Algérie.

Les consommateurs, ont eux aussi, leur part de responsabilité avec divers facteurs de
risques liés aux comportements de consommation mais aussi aux conditions de conservation
(le lieu et le moment de consommation, la durée et la tempeérature de conservation, les
condition de reéfrigération (Hachemi et al., 2019), ce qui renforce le concept de qualité qui

exige tracabilité et controle de I’étable a la table.

40| Page



APPROCHE
METHODOLOGIQUE




L’APPROCHE METHODOLOGIQUE _

APPROCHE METHODOLOGIQUE

“Necessity, who is the mother of invention.”

— Plato

algreé le fait que la Merguez soit, un produit typique de I'Afrique du Nord ; et la

variété la plus populaire de produits carnés largement consommeée en Algérie ;
les données concernant la détection de S. aureus dans les saucisses sont récentes et limitées a
I'éstude marocaine décrite par Ed-Dra et al., (2018) et quelques études menées en ltalie
(Ranucci et al., 2004), en Turquie (Aydin et al., 2011), aux Etats-Unis (Campbell et al., 2014)
et en Arabie saoudite (Shawish et al., 2016).

Malheureusement, a notre connaissance, il n'y a pas eu détudes publiées en Algérie
concernant les Merguez que ce soit dans son volet qualitatif ou quantitatif. Et ce, malgré les
remarquables changements dans le comportement des consommateurs Algériens ces dernieres
années et la richesse de la saucisse en nutriments, tres favorable & la croissance des
pathogenes; qui sont pour la plupart inhibés, sauf S. aureus qui est capable de se développer et
secréter ses toxines dans un large éventail de conditions environnementales (Ed-Dra et al.,
2018).

Pour toutes ces raisons, nous avons jugé important de mettre 1’accent sur la Merguez
dans la société Algérienne. D’abord, pour enquéter sur ses modes de consommation, aussi
pour estimer l'impact d'une éventuelle contamination par S. aureus sur la santé des
consommateurs Algériens, afin de déterminer I'ampleur du probléme et les différents facteurs
de risque liés a la consommation de ce produit de charcuterie. Au meilleur de nos
connaissances, le présent travail de recherche est la premiere étude sur les saucisses en
Algérie; aussi bien dans son volet bactériologique, moléculaire mais aussi pour les enquétes

de consommation.
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Des lors, nos objectifs qui s’enregistrent dans un cadre d’une thése de doctorat, sont les

suivants :

V Estimer le niveau, les prévalences et la distribution de la contamination des Merguez par S.
aureus préparees et vendues au niveau de boucheries de plus de quarante communes
d’Alger, réparties sur les treize Daira (Sidi M hamed, Bir Mourad Rais, Bab El Oued, El
Harrach, Hussein Dey, Dar El Beida, Bouzareah, Cheraga, Zeralda, Birtouta, Daira,
Beraki, et Rouiba) de la capitale.

V Evaluer la qualité bactériologique a S. aureus, des saucisses artisanales (Merguez) vendus
a la capitale par un isolement des Staphylococcus spp. Puis, identification phénotypique et
dénombrement des souches de Staphylococcus aureus isolées par la méthode de
référence 1SO 6888-1; suivie par des tests de confirmation valides et complémentaires

V Etudier la sensibilité aux antimicrobiens des souches de Staphylococcus spp. et S. aureus
par une caractérisation du profil de résistance, par la méthode de diffusion de disques sur
gélose et des E-test.

V Etudier la diversité microbienne des différentes especes isolées dans les saucisses crues par
MALDI-TOF MS et I’avancement de données épidémiologiques sur 1’origine éventuelle
des S. aureus isolées.

V Réaliser une caractérisation du profil moléculaire et la recherche de facteurs de virulence
pour les souches isolées de Staphylocoques par qPCR, et PCR Standard.

e Recherche des genes de résistance (mecA, mecC)
e Recherche de facteurs de virulence (tsst-1, pvl)

e Recherche des genes codants pour les entérotoxines (sea;seb;sec;sed;see;seg;seh)

V Estimer le risque, sur la base de deux études épidémiologiques.

e La premiere vise a identifier les habitudes de consommation et estimer
I’implication ou I’impact de certains facteurs de risque sur 1’incidence des épisodes
de toxi-infections alimentaires liés aux comportements des consommateurs
Algériens de viandes rouges et Merguez.

e La seconde, cherche a étudier par une analyse d’Odds ratio, les différentes
catégories de la population a risque, I’évolution des épisodes de toxi-infection

alimentaire (Hospitalisation) et le comportement médical des patients intoxiqués.
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I. Lieu d’études

Notre étude a été menee a Alger, la capitale de I'Algérie. Avec ses 3.416 millions
d’habitants, elle est la ville la plus peuplée. Alger est limitée par la mer Méditerranée au Nord,
la Wilaya de Blida au Sud, la Wilaya de Tipaza a 1’Ouest et la Wilaya de Boumerdés a 1’Est.
Elle est constituée de 13 Dairas et de 57 communes qui s’étendent sur une superficie de 1190
Km2, Une zone caractérisée par un climat méditerranéen tempéré. et ses longs étés chauds et

SECS.

I1. Etude de la qualité des Merguez et contamination par S. aureus

11.1. Corpus, période et type de préléevements

C’est entre Juin 2015 et Avril 2018 que nous avons récolté nos échantillons de
saucisses crues traditionnelles type « Merguez ». 11 s’agit de produits de charcuterie fabriqués
dans un environnement non industriel, caractérisés par une production par lots a petite échelle

selon une méthode traditionnelle.

ALGIERS

ALGERIA

Rouiba

e
Bou
Chéraga diM'Hamed

Zéralda

Bir Mourad Rais

Dar el beida

Figure2. La répartition geéographique des =zones d’¢tudes comprend 460 sites
d’échantillonnage (Boucheries) réparties dans dix (13) départements (Plus de 50 communes)
d’Alger, capitale d’Algérie. (Carte personnelle basée sur des cartes de délimitation
géographique fournies par le département d’Alger)
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Les échantillons ont été collectées aléatoirement depuis trois cent (460) boucheries
situées dans treize (13) départements (Dairas) d’Alger, avec environs cinquante (50)
communes situées dans les zones urbaines et péri-urbaines d’Alger, la capitale d’Algérie (Sidi
M’hamed, Bir Mourad Rais, Bab El Oued, El Harrach, Hussein Dey, Dar El Beida,
Bouzareah, Cheraga, Zeralda, Birtouta, Beraki et Rouiba) (Figure-2). Nous avons pris un seul

échantillon par boucherie ; mais de lots différents.

Les Merguez ont été obtenues aseptiquement depuis les vitrines et environ 500 g de saucisses
crues ont été envoyees au laboratoire a 4°C pendant < 2 heures (Norme 1SO / FDIS 17604).
En aucun cas, I'échantillon n’a été congelé. Le contact direct avec I'échantillon s'est effectué
dans des conditions d'asepsie strictes (ISO 7218, 2003).

Le traitement des échantillons a été réalisé selon la norme 1SO 6887-2 :2003 propres aux
viandes et ses dérivées. En résume, 25 g de I’échantillon a été rajouté a 225 mL d’eau
peptonée tomponée dans un sac stomacher, le tout est broyé par la suite pour servir a la
préparation de la suspension mére (10™%). Avec laquelle nous avons réalisé nos dilutions

décimales (Figure-3).

Figure 3. Analyse bactériologique des Merguez selon la norme 1SO 6888-1

(Photos personnelles, prises en Octobre 2016)
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11.2. Méthodologie de travail
11.2.1. Analyse bactériologique et antibiogramme
A. Analyse bactériologique

L’isolement et 1’identification microbiologique ont été réalisés selon les techniques
recommandées par la norme ISO 6888-1:1999 de [I’Organisation internationale de
normalisation, pour le dénombrement du Staphylococcus aureus et Staphylococcus spp. _
Partie 1 : Technique utilisant le milieu gélose Baird-Parker enrichit au jaune d’ceufs et au
tellurite de potassium. La température d’incubation était de 37°C pendant 24 & 48heures.
Toutes les analyses microbiologiques des échantillons prélevés se sont déroulées au niveau du
laboratoire ’HIDAOA de I’Ecole Nationale Supérieure Vétérinaire D’ Alger.

Cing (05) colonies présumées typiques (Figure-4) de S. aureus (noires, entourées
d’une zone claire) ont été repiquées et identifiées par des méthodes conventionnelles
(Coloration Gram, test de catalase, fermentation du mannitol et capacité a coaguler le plasma
de lapin). Suivi par un test d’agglutination au latex (Figure-5) Pastorex Staph plus® (Bio-
Rad, Marnes-la-Coquette, France) et une identification biochimique par galerie APl Staph®
(Figure-6).

Figure 4. Colonies de Staphylococcus aureus sur géloses

Baird-Parker et Chapman.

(Photos personnelles, prises en Juillet 2017)
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i

Figure 5. Test d’agglutination au latex Pastorex Staph Plus®

(Photos personnelles, prises en Juillet 2017)

Figure 6. Identification bienchimique par galerie API Staph®

(Photo personnelle, prise en Juillet 2017)

Les isolats qui ont répondu positivement aux tests mentionnés ci-dessus, ont été

considérés comme des souches de S. aureus.

La qualité des saucisses dans notre étude, a été évaluée et interprétée avec le reglement
(CE) n° 2073/2005 concernant les criteres microbiologiques applicables aux denrées
alimentaires et [’arrété interministériel du 2 Moharram 1438 qui correspondant au 4 octobre
2016 fixant les critéres microbiologiques des denrées alimentaires. La mauvaise qualité des
Merguez est dite de « Qualité non satisfaisante » quand le niveau de contamination dépasse
3.70 log UFC/g. En revanche, une bonne qualité de Merguez est dite de « Qualité
satisfaisante » quand la contamination par S. aureus est < 2.70 log UFC/g. Par contre,
« une Qualité acceptable » s’attribue a un niveau de contamination a S. aureus entre log 20.70
et log 3.70 UFC/g.
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B. Etude de la sensibilité des souches aux antibiotiques

Une premiere étude de la sensibilité aux antibiotiques a été réalisée sur 21 souches de
S. aureus au niveau du laboratoire de microbiologie a I’hopital « Salim Zmirli ». Toutes les
souches ont été confirmées selon la méthode standard de diffusion de disques sur gélose
Miller-Hinton (Figure-7). Un panel de 16 antibiotiques a été testé (charge en pg/disque)
(Sirscan, France) : penicilline G (1UI), céfoxitine (30), oxacilline (1), vancomycine (30),
teicoplanine (30), érythromycine (15), gentamicine (10), cirpofloxacine (5), fosfomycine
(200), rifampicine (30), ofloxacine (5), chloramphénicol (30), tétracycline (30), Iévofloxacine
(5), kanamycine (30) et triméthoprime/sulfaméthoxazole (1.25/23.75). Un indice de résistance

multiple (MAR) a été calcule.

- . ' "
_~- l HACHEMI A, 2020 '

Figure 7. Etude de sensibilité aux antibiotiques des souches isolées « Salim Zmirli »

(Photos personnelles, prises en Fevrier 2018)

Une deuxiéme étude de la sensibilité aux antibiotiques a été réalisée sur 84 souches de
Staphylococcus spp. et Macrococcus caseolyticus et ce, selon la méme méthode au niveau de
I’Unité de recherche sur les maladies infectieuses et tropicales émergentes (URMITE), a
I’IHU Méditerranée Infection, Faculté de Médecine et de Pharmacie, Aix-Marseille-
Université, Marseille, France (Figure-8). Quatre-vingt quatre (84) souches de Staphylococcus
spp. et de Mycrococcus caseolyticus isolées depuis des Merguez ont été testés contre un panel
de 16 autres antibiotiques (charge en ug/disque) (Sirscan, France) : penicilline G (1UI),
cefoxitine (30), oxacilline (1), vancomycine (30), teicoplanine (30), clindamycine (2),
Erythromycine (15), pristinamycine (15), gentamycine (10), ciprofloxacine (5), linézolide
(30), fosfomycine (200), doxymycine (30), acide fusidique (10), rifampicine (30), et
trimethoprime/sulfaméthoxazole (1.25/23.75).
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Figure 8. Etude de sensibilité aux antibiotiques des souches isolées « IHU, Marseille »

(Photo personnelle, prise en Septembre 2018)

Les souches ont été classees résistantes conformément a la référence EUCAST 2017 pour tous

les antibiotiques testés, a I’exception de ’oxacilline, et la pristinamycine, qui ont été évalué

selon EUCAST 2013 et la doxymycine selon CASFM-2008.

11.2.2. Etude moléculaire
A. Etude de diversité microbienne par MALDI-TOF MS

Nos souches (84 souches de la 2°™ partie d’étude) ont été identifiées (Figure-8) (Annexe-1)
par MALDI-TOF MS appelée Matrix Assisted Laser Desorption lonization-Time of Flight.

Une technique révolutionnaire, rapide, et peu colteuse, avec une efficacité élevée (99,1%).

Figure 9. Préparation de la plague MALDI-TOF et analyses sur Biotyper en temps réel.
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(Photos personnelles, prises en Septembre 2018)

B. Caractérisation moléculaire

Apres récupération et décongélation de toutes les souches. Un total de 200uL de
I'ADN a été extrait a partir d’une suspension bactérienne par le kit QIAamp Tissue (Qiagen,
Hilden, Allemagne). Ce kit contient des réactifs qui permettent la purification d’ADN a partir
des tissus en utilisant un robot automatique EZ1 (Figure-10) (QIAGEN-BioRobot® EZ1,
Tokyo, Japon). Les étapes de I’extraction d’ADN ont été suivies selon les instructions du

fabricant. L’EZ1 réalise une extraction d’ADN a partir de 14 échantillons durant 15 minutes.

Toute la manipulation a été menée dans une hotte de biosécurité a flux laminaire. L'ADN
génomique a été stocké a -20 °C dans des conditions stériles jusqu'a son utilisation dans les
plaques de PCR. Le controle de la qualité¢ d’extraction d’ADN a été réalisé a ’aide du
spectrophotometre/Nanodrope  (Thermo  Scientific, Pennsylvania, USA) lié a un
microordinateur. Ce dernier permet la quantification des acides nucléiques sous forme de

spectre.

Figure 10. Le robot automatique EZ1 ; (QIAGEN-BioRobot® EZ1, Tokyo, Japon).

(Photo personnelle, prise en Décembre 2018)
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B1. PCR en temps réel (QPCR)

Aprés I’extraction, tous les échantillons d’ADN ont subit une amplification par g°PCR
(Figure-11). Une opération reéalisée sous des conditions aseptiques dans une piéce isolée et
sous une hotte a UV pour éviter toute contamination, avec le port de gants stériles.

Notre mix a été préparé avec I’addition de Mix Roche (Roche Diagnostics, Meylan,

France) contenant la Taq polymérase, des amorces (primers) et de la sonde.

Figure 11. Appareil de PCR quantitative en temps réel, piloté par un ordinateur qui permet
I’acquisition et le suivi en temps réel des données ainsi que leur traitement. (QPCR CFX96™,
Bio-Rad, California, USA). (Photos personnelles, prises en Janvier 2019)

Une gPCR qui a été réalisé sur tous nos échantillons d'ADN bactériens isolés et ce, pour les
génes de virulence (tsst-1, pvl) et les génes de résistance a la méthicilline mecA et mecC
(Figure-11).
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Figure 12. Détection du gene mecA par gPCR.

(Photo personnelle, prise en Janvier 2019)
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B2. PCR standard

Les échantillons ont subit une amplification en chaine par polymérase dans un appareil
programmable : Thermocycleur (PCR system 2700, AB Applied biosystems, California,
USA) (Figure-13). Les amorces utilisées lors de la PCR classique sont spécifiques des genes

d’entérotoxines staphylococciques (sea a seh) que nous avons commandé.

Figure 13. Amplification en chaine par polymérase dans un thermocycleur.
(Photo personnelle, prise en Décembre 2018)

Comme seconde étape, nos produits de PCR ont subit une migration sur gel d’agarose.
La révélation du profil électrophorétique a été réalisée a 1’aide de 1’imageur moléculaire

(Invitrogen Life Technologies E-Gel Imaging System, USA) (Figure-14).

Figure 14. Imageur moléculaire pour la lecture du gel d’électrophorese

(Photo personnelle, prise en Décembre 2018)
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1. Enquétes épidémiologiques
I11.1. La premiere enquéte épidémiologique

111.1.1. Corpus, période et type d’échantillonnage

Une enquéte realisee de Juin a Novembre 2018 ; a inclus un total de 700
questionnaires structurés et distribués aléatoirement aux consommateurs Algériens de viandes

rouge, des mémes boucheries déja ciblées.
111.1.2. Méthodologie de travail

Il s’agit de questions fermées utilisées pour recueillir des informations sur divers
aspects de consommation de saucisses crues de type « Merguez » et des problémes de toxi-
infections alimentaires qui en découlent. Les questions étaient divisées en trois axes : Les
caractérisations démographiques des consommateurs de Merguez (Age, sexe, résidence, avoir
des enfants, lieu d’achat), les habitudes de consommation des Algériens (Lieu, saison, et
moment de consommation) et les conditions de conservation et de stockage des Merguez
(Durée du transport, réfrigération et congélation des saucisses crues).

Des variables que nous avons cherché a étudier leur relation avec la survenue des épisodes de
toxi-infection alimentaires suite a la consommation de Merguez, et ce par une analyse

d’estimation de risque « Odds ratio ».
111.2. La deuxiéme enquéte épidémiologique
111.2.1. Corpus, période et type d’échantillonnage

Entre Aolt 2018 et Juin 2019, une enquéte épidémiologique transversale a été
réalisée et comprenait huit cent (800) questionnaires structurés et distribués au hasard aux
consommateurs Algériens de viande rouge. Notre enquéte a inclus un total de 261 boucheries
de dix (10) départements, avec cinquante (50) municipalités d'Alger, capitale de I'Algérie
(Bab EIl Oued, Beraki, Bir Mourad Rais, Cheraga, Dar El Beida, Draria, EI Harrach, Hussein
Dey, Rouiba et Zeralda).

111.2.2. Méthodologie de travail

Le questionnaire était auto-administré, cependant, les consommateurs étaient assistés par

le chercheur si besoin. Le temps moyen pour terminer I'enquéte était de 10 min.
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La premiére catégorie comprenait des questions concernant les caractéristiques
démographiques des répondants (age, sexe, lieu d'achat, avoir des enfants, vivre ou non en
famille et niveau d’études). La deuxieme catégorie visait les informations concernant la
consommation liée aux groupes de personnes a risque : Jeunes, vieux, femmes enceintes et

consommateurs immuno-déficients (YOPISs).

Concernant la troisieme catégorie, cette derniére a étudié I'évolution des toxi-infections

alimentaires (consommateurs malades et/ou hospitalisés) aprés la consommation de saucisses.

Le dernier volet, a visé le comportement d'utilisation d'antibiotiques par le consommateur
Algérien de viande rouge a la suite d'une maladie d'origine alimentaire (raisons de la

consultation, prescription d'antibiotiques/automédication et interruption de I'antibiothérapie).

53| Page



2™ PARTIE

REVUE DES TRAVAUX DE
RECHERCHE

« Partie expérimentale »



Epidémiologie de consommation des saucisses
crues type « Merguez», et leur qualité
bactériologique au Staphylococcus aureus.

Article. 1

Epidemiological study of sausage in Algeria: Prevalence, quality assessment, and
antibiotic resistance of Staphylococcus aureus isolates and the risk factors

associated with consumer habits affecting foodborne poisoning.

A. HACHEMI, S. ZENIA, M-F. DENIA, M. GUESSOUM, M-M. HACHEMI and K. AIT-OUDHIA.

Revue Veterinary World, 2019, 12(8): 1240-1250




Avant-propos




Article 1.

Etude épidémiologique des saucisses en Algérie: Prévalence, évaluation de la
qualité et résistance aux antibiotiques des isolats de Staphylococcus aureus et les
facteurs de risque associés aux habitudes de consommation affectant les toxi-

infections alimentaires.

Staphylococcus est un genre compose de deux groupes: coagulase positive et négative
(Gotz et al., 2006). Dans le groupe des staphylocoques a coagulase positive, Staphylococcus
aureus est considéré comme étant la troisieme cause des maladies alimentaire dans le monde
(Alharbi et al., 2014). Les Centres de contréle des maladies aux Etats-Unis ont estimaient, en
2018, que 48 millions de personnes tombaient chaque année d'une maladie d'origine
alimentaire, avec 128 000 hospitalisées et 3 000 décédaient (CDC, 2018). Cette situation est
d'autant plus grave dans les pays émergents, aux conséquences économiques dévastatrices
(Cohen et al., 2006). Selon le Ministere Algérien de la Santé, plus de 15 233 cas de toxi-
infections alimentaires ont été enregistrés entre 2016 et 2017, avec 16 déces, dont S. aureus
était la deuxiéme principale cause (Algerian Ministry of Health, 2017).

En outre, S. aureus a été identifié par l'organisation mondiale de la santé (OMS)
comme une préoccupation internationale en raison de sa multi-résistance aux antimicrobiens
(WHO, 2017). De plus, S. aureus peut étre une cause de mammites chez les vaches et les
petits ruminants, ce qui fait que les animaux sont des porteurs asymptomatiques ou souffrent
de problémes respiratoires, gastro-intestinaux ou cutanés (Doyle et al., 2012). Aussi, la
présence de souches résistantes aux antibiotiques est devenue un probléme zoonotique
émergent constituant une préoccupation majeure pour la santé publique (Jamali et al., 2015) et
des véhicules importants pour le transfert des facteurs de résistance aux antimicrobiens dans
le tractus intestinal des consommateurs (Beyene et al., 2017). Malgré les considerables efforts
de recherche, de nombreuses personnes souffrent encore d'infections a staphylocoques (Rong
etal., 2017).

S. aureus est un pathogene commun, associé aussi bien aux maladies communautaires que
nosocomiales acquises (Gharsa et al., 2016), et la possibilité de traitement reste compliqué
(Jackson et al., 2013), en particulier avec I'apparition de la résistance a la méthicilline trouvée
chez plusieurs especes d'animaux producteurs de viande, y compris porcs, poulets et bovins
(Thapaliya et al., 2017), ce qui accroit les inquiétudes concernant I'exposition humaine a S.
aureus tout au long de la chaine alimentaire. Les matieres premiéres qui nous ont intéressés
sont spécifiqguement les saucisses crues a base de mouton/beeuf épicés, une spécialite Nord-
Africaine appelée «Merguez».
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La Merguez est considérée comme la variété la plus populaire de produits carnés largement
consommeée en Algérie. De par sa composition nutritionnelle, la saucisse constitue un milieu
riche trés favorable a la croissance des pathogenes; la plupart des agents pathogénes sont
inhibés, sauf S. aureus qui est capable de se développer dans un large éventail de conditions
environnementales (Ed-Dra et al., 2018). Des études suggérent qu'en général, le nombre de S.
aureus requis pour provoquer une épidémie de toxi-infections alimentaires aux
staphylocoques est d'environ 10°-10° UFC / g ou mL (Kadariya et al., 2014), et qu'il est
associe a des nausées, des vomissements, de la diarrhée et des douleurs abdominales quelques
heures apres l'ingestion (Sergelidis et al., 2017). En conséquence, des recherches ont été
menées pour étudier la présence de S. aureus dans différents types de viandes, comme décrit
précédemment [Velasco et al., 2018) ; Sergelidis et al., 2015).

Malgré le fait que la Merguez soit un produit typique de I'Afrique du Nord, les données
concernant la détection de S. aureus dans les saucisses sont limitées a I'étude marocaine
décrite par Ed-Dra et al., (2018) et quelques études menées en Espagne (Gonzalez-Fandos et
al., 1999), en ltalie (Ranucci et al., 2004), en Turquie (Aydin et al., 2011), aux Etats-Unis
(Campbell et al., 2014) et en Arabie saoudite (Shawish et al., 2016). Un risque accru de
maladies d'origine alimentaire qui est bien existant et causé par les saucisses crues, mais
malheureusement, il n'y a pas eu d'études sur la consommation de saucisses en Algérie, méme
si le comportement de consommation de produits a base de viande a changé de facon
remarquable au cours des derniéres années en conséquence directe de I'économie de marché et
la recherche de produits de qualité ainsi que d'autres caractéristiques de crédibilité. En mettant
I’accent sur la Merguez, davantage d'informations sont nécessaires pour étudier I'importance
de ce produit carné dans la société Algérienne et pour enquéter sur les modes de
consommation des saucisses, en tentant d'estimer I'impact d'une éventuelle contamination des
saucisses sur la santé des consommateurs Algériens, et de déterminer I'ampleur du probléme
et les différents facteurs de risque liés a la consommation de saucisses.

Au meilleur de nos connaissances, le présent article est la premiere étude sur les saucisses en
Algérie; aussi bien pour la partie bactériologique que I'enquéte aupres des consommateurs.
Dés lors, les objectifs de notre étude épidémiologique transversale sont les suivants: (i)
Estimer la prévalence et la distribution de la contamination par S. aureus dans différents
départements (Daira) d'Algérie, (ii) enquéter sur I'évaluation de la qualité et la sensibilité
antimicrobienne des isolats de S. aureus dans les saucisses artisanales (Merguez), destinés a la
consommation dans dix Daira d'Alger, Algérie, et (iii) établir la premiére enquéte
épidemiologique Algérienne sur les consommateurs de saucisses, une enquéte visant a
identifier les habitudes de consommation de saucisses et d’investiguer sur les divers facteurs
de risque influencant la survenue de toxi-infections alimentaires chez les consommateurs de
saucisses. Nos résultats aideront les autorités a établir des stratégies de gestion des risques, a
prévenir les épidémies d'origine alimentaire et a éviter la propagation d'agents pathogénes
d'origine alimentaire (par exemple, S. aureus) tout au long de la chaine alimentaire, ce qui
comblera davantage les déficits de données a cet égard.
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Abstract

Aim: The first aim was to assess the quality and determine the prevalence and antibiotic susceptibility of Staphylococcus
aureus contamination of raw sausage sold in ten municipalities in the Northeast of Algeria. Second, a consumer
sausage purchasing survey was designed to investigate potential risk factors that have a significant association with
the occurrence of foodborne poisoning among sausage consumers’ behavior and its relationship with independent
variables.

Materials and Methods: A total of 230 butcheries from ten departments (Daira) of Algiers with more than 40
municipalities were included randomly in these studies to collect raw sausage samples and to distribute 700 structured
questionnaires to meat consumers. Our two studies were conducted at the same time, between June 2016 and April 2018.
Sausage samples were taken once per butchery to estimate the prevalence of S. aureus contamination and therefore
deduct the quality assessment of raw sausage (Merguez) sold in Algiers, Algeria. All isolated strains were tested for
their antimicrobial resistance. Furthermore, questionnaires were distributed and used to collect information on various
aspects of sausage consumption and foodborne disease. The data collected were analyzed with different statistical
approaches, such as the Chi-square test and the odds ratio (OR) univariable logistic model. All the risk factors were
analyzed by studying their association with the occurrence of consumers who claimed to have food poisoning after
consuming sausage.

Results: The overall prevalence of S. aureus contamination from sausages was 25.22% (n=58/230). Over 83.33% of strains
showed resistance to at least one of the antibiotics tested. The most important was for tetracycline (58%) followed by
fosfomycin (33%), penicillin G (25%), and oxacillin (36%). Moreover, the multiple antibiotic resistance (MAR) index
include 20 profiles with MAR >0.2. Out of the 440 meat consumers, 22.16% revealed having food poisoning after sausage
consumption. The risk factors recorded were: Consumption outside of home (24.30%, OR=1.769, p=0.040), during the
summer season (24.30%, OR=1.159) and during lunch (26.50%, OR=1.421).

Conclusion: Our study highlights a high prevalence of S. aureus contamination in Merguez, especially in some departments
of Algiers, and the high multidrug resistance of S. aureus isolates against tetracycline and oxacillin; thus, S. aureus
contamination in sausage is considered a potential risk to public health. Therefore, to reduce and prevent the spread of
resistant strains, robust management and monitoring of antibiotic use should be established. Therefore, it is necessary
to improve the sanitation conditions and education regarding personal hygiene and change certain consumption habits
of Algerian consumers to ensure food safety. Finally, it can be concluded that the application of the HACCP system
is essential either in butcheries producing sausage and/or slaughterhouses. From this perspective, studies might be performed
to characterize Staphylococcus spp. and S. aureus to investigate their virulence factors.

Keywords: consumers, quality assessment, risk factors, sausages, Staphylococcus aureus.
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Staphylococcus is a genus composed of
two groups: Coagulase positive and negative [1].
Of the coagulase-positive Staphylococci group,
Staphylococcus aureus has been reported as the third
most common cause of foodborne diseases around the
world [2]. In 2018, the Centers for Disease Control
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in the United States estimated that 48 million people
each year get sick from a foodborne illness, 128,000
are hospitalized, and 3000 dies [3]. This situation is all
the more serious in emerging nations, with devastating
economic consequences [4]. According to the Algerian
Ministry of Health, more than 15,233 cases of food
poisoning were recorded between 2016 and 2017, with
16 deaths, of which S. aureus was the second leading
cause [5]. Furthermore, S. aureus has been identified
by the World Health Organization as an international
concern due to its multidrug resistance [6]. In addition,
S. aureus can cause mastitis in cows and small
ruminants, resulting in the animals being asymptomatic
carriers or suffering from respiratory, gastrointesti-
nal, or skin problems [7]. Moreover, the presence of
antibiotic-resistant strains has become an emerging
zoonotic issue of public health concern [8] and import-
ant vehicles for transferring antimicrobial resistance
factors to the intestinal tract of consumers [9]. Despite
extensive research efforts, many people still suffer from
Staphylococcal infections [10]. S. aureus is a common
pathogen associated with community and nosoco-
mial acquired diseases [11], and a possible treatment
remains complicated [12], especially with the appear-
ance of methicillin resistance found in several species
of meat-producing animals, including pigs, chickens,
and cattle [13], increasing the concern about human
exposure to S. aureus through the food chain.

The commodities we are interested in are
specifically spicy lamb or beef-based raw sausage, a
North African specialty called “Merguez.” Merguez is
regarded as the most popular variety of meat products
widely consumed in Algeria. Due to its nutritional
composition, sausage constitutes a rich medium that
is very favorable to pathogen growth; most pathogens
are inhibited, except S. aureus which is able to grow
under a wide range of environmental conditions [14].
Studies suggest that generally the number of S. aureus
required to produce an outbreak of Staphylococcal food
poisoning is approximately 105-10° CFU/g or mL [15],
and it is associated with nausea, vomiting, diarrhea, and
abdominal pain within a few hours after ingestion [16].
As a consequence, research has been conducted to
investigate the presence of S. aureus in different kind
of meats, as described previously [17-27].

Despite the fact that Merguez is a typical product
of North Africa, data concerning S. aureus detection in
sausage are limited to the Moroccan study described by
Ed-Draet al. [14] and a handful of studies conducted in
Spain [28], Italy [29],Turkey [30], the USA [31], and
Saudi Arabia [24]. There is an increased risk for food-
borne diseases caused by sausage, but unfortunately,
there have not been studies on sausage consumption
in Algeria, even though meat product consumption
behavior has changed remarkably during the past few
years as a direct consequence of the market economy
and the search for more quality products and other
credence characteristics. Focusing on Merguez, more
information is necessary to investigate the importance

of this meat product in Algerian society and to report a
survey of sausage consumption patterns, attempting to
estimate the impact of a possible sausage contamina-
tion on the health of Algerian consumers, and to deter-
mine the magnitude of the problem and the different
risk factors related to sausage consumption.

To the best of our knowledge, the present paper
is the first study on sausage in Algeria; as well as
on the bacteriological portion and consumer survey.
Therefore, the aims of our epidemiological cross-sec-
tional study are the following: (i) To estimate the
prevalence and distribution of S. aureus contamina-
tion in different departments (Daira) of Algeria, (ii) to
investigate the quality assessment and the antimicro-
bial susceptibility of S. aureus isolates in artisanal
sausage (Merguez), destined for food consumption
in ten Daira of Algiers, Algeria, and (iii) to establish
the first Algerian epidemiological survey on sausages
consumers, a survey seeking to identify sausage con-
sumption habits and to investigate the various risk
factors influencing the occurrence of foodborne poi-
soning among sausage consumers. Our findings will
help authorities establish risk management strategies,
prevent foodborne outbreaks, and avoid the spread of
foodborne pathogens (e.g., S. aureus) throughout the
food chain further filling in data deficits in this regard.

Materials and Methods

Ethical approval

Sausages were taken from butcheries, which did
not need contact with animals. The present study did
not involve any invasive procedure, and hence, ethical
approval is not required.

Informed consent
Informed consent was obtained from each
participants.

Study area and design of sampling sites

Between June 2016 and April 2018, sausage sam-
ples of 230 butcheries were randomly collected from
ten (out of 13) departments (Daira) with 43 municipal-
ities located in urban and peri-urban areas of Algiers,
the capital of Algeria (Sidi M’hamed, Bir Mourad
Rais, Bab El Oued, El Harrach, Hussein Dey, Dar El
Beida, Bouzareah, Cheraga, Zeralda, Birtouta, Daira,
Beraki, and Rouiba) (Figure-1). The samples at the
same butchery were taken once but from different lots,
with an average of 23 samples per department (Daira).
Merguez samples were identified using the standard
ISO 6888-1 [32] and included for further investiga-
tion. Samples were obtained aseptically from display
cases, and approximately 500 g of the sausage was
transported to the laboratory at 4°C in <2 h. In no case
was the sample frozen. Direct contact with the sample
was carried out under strict aseptic conditions [33].

S. aureus isolation and identification
Microbiological isolation and identification were

performed according to techniques recommended by

the International Organization for Standardization ISO
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Figure-1: Geographical distribution of the study areas consist of the sampling sites in ten departments (More than 40
municipalities) of Algiers, capital of Algeria (230 butchers sampling).
Source: Personalized map (Based on geographic delineation maps provided by Algiers department).

6888-1:1999 Standard, using Baird-Parker agar with egg
yolk-potassium tellurite emulsion plates (BP, Pasteur
Institute of Algiers) incubated at 37°C for 24-48 h [22].
Five presumptive S. aureus-typical colonies (Typical
colonies: Black, surrounded by a clear zone) were sub-
cultured and identified by conventional methods (Gram
staining, catalase test, mannitol fermentation, and the
ability to coagulate rabbit plasma) [34,35] followed by
a latex agglutination test by Pastorex Staph Plus assay
(Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, France) [12]. The iso-
lates that responded positively to the mentioned tests
were considered S. aureus strains.

Quality assessment

Sausage quality was evaluated and interpreted
with Regulation (EC) No. 2073/2005 on microbiolog-
ical criteria for foodstuffs [36] and according to the
Algerian Food Codex for assessing the microbiologi-
cal safety of the S. aureus in the artisanal sausage [37].
Poor Merguez quality is attributed as “unsatisfac-
tory quality” with contamination levels exceeding
3.70 log CFU/g. In contrast, good Merguez quality is
attributed as Merguez belonging to “satisfactory qual-
ity” with S. aureus contamination levels <2.70 log
CFU/g and/or “acceptable quality” with S. aureus con-
tamination levels between 2.70 and 3.70 log CFU/g.

Antimicrobial susceptibility testing

Antimicrobial susceptibility was performed for all
the confirmed strains according to the standard disk dif-
fusionmethod on Miiller-Hinton agaragainst the follow-
ing panel of 16 antimicrobial agents (charge in pg/disk)
(Sirscan, France): Penicillin G (1UI), cefoxitin (30),
oxacillin (1), vancomycin (30), teicoplanin (30),

erythromycin (15), gentamicin (10), ciprofloxacin
(5), fosfomycin (200), rifampicin (30), ofloxacin (5),
chloramphenicol (30), tetracycline (30), levofloxacin
(5), kanamycin (30) and trimethoprim/sulfamethoxaz-
ole (1.25/23.75). Minimum inhibitory concentrations
were determined using the E-test method (bioMérieux)
[35]. Strains were classified as resistant in accordance
with EUCAST [38] for all antibiotics tested, except for
oxacillin, which was evaluated according to EUCAST
[39]. The multiple antibiotic resistance (MAR) index
was calculated.

Study population

Questionnaire survey

A cross-sectional epidemiological survey was
carried out from June to November 2018 and included
a total of 700 structured questionnaires distributed to
Algerian meat consumers from the same butcheries
of the municipalities described above (n=230). The
questionnaire contained close-ended questions used
to collect information on various aspects of sausage
consumption and foodborne disease. The question-
naire consisted of structured questions divided into
three categories. The first category compromised
questions regarding the demographic characteristics
of the respondents (age, gender, residence, having
children, and purchase location). The second category
involved information concerning consumption habits
(place, season, and time of sausage consumption) and
the third includes storage conditions (length of trans-
port, refrigeration, and freezing of sausages) and their
relationship with the occurrence of food poisoning in
the respondents following sausage consumption. The
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questionnaire was pretested, modified, and refined
before starting.

Statistical analysis

The data collected were analyzed in IBM
SPSS statistical software version 20.0 (IBM, USA)
for Windows with different statistical approaches.
Descriptive statistics by the Chi-square test and odds
ratio (OR) univariable logistic model were performed
to analyze the potential risk factors and their relation
to the independent variables. All analyses were carried
out at a 95% confidence level with the significance
level fixed at p<0.05.

Results

S. aureus prevalence

Our study was carried out to estimate the prev-
alence of S. aureus among sausages collected from
230 butcheries in 10 departments (Daira) in Algiers.
Fifty-eight (230) samples were contaminated with
S. aureus. Samples taken from the ten departments
were analyzed by the Chi-square homogeny test
with p=0.025 and determined to be homogeneous.
The overall prevalence of 25.22% (IC [19.60-30.80])
was obtained, and the highest prevalence was found
in Beraki (68%), Cheraga (44%), and El Harrach
(43.75%). The least prevalent samples were recorded
from Sidi M’hamed (4.76%), Dar El Beida (5%), and
Rouiba (8.70%), with significant differences between
the ten Daira, p<0.05 (Table-1). Furthermore, based
on quantitative analysis, the overall mean of S. aureus
contamination was 5.26+0.45 log CFU/g, with IC
values between 5.202 and 5.318. The minimum con-
tamination amount in all departments was observed in
the Dar El Beida sample, with 4.38+0.00 log CFU/g,
while the maximum was recorded in the El Harrach
sample, at 6.06+0.2 log CFU/g, as represented in
Figure-2.

Quality assessment of sausages

Concerning the quality assessment of the sau-
sages analyzed, 24.78% (n=57/230) of the samples
represented poor sausage quality (unsatisfactory qual-
ity) due to S. aureus contamination with IC (19.20-
30.60), as presented in Table-1. The worst qualities
were recorded in Beraki, Cheraga, and El Harrach
with (68%; n=17/25), (52%; n=13/25), and (43.75%;
n=07/16), respectively. Dar El Beida (5%; n=01/20),
Sidi Mhamed (4.76%; n=01/21), and Rouiba (8.70%;
n=02/23) were the departments with the best sausage
quality. The analysis showed a significant difference
between Daira (p<0.05).

Antimicrobial susceptibility profile

The resistance patterns of all the S. aureus
isolates against the tested antibiotics are shown in
Table-2. As reported, the results of the antimicrobial
susceptibility testing demonstrate S. aureus resis-
tance to a panel of 16 antibiotics belonging to differ-
ent classes, including penicillin G (25%, n=21/84),
oxacillin (36%, n=30/84), cefoxitin (05%, n=04/84),

Table-1: Prevalence, contamination level, and quality assessment of S. aureus isolated from sausage.

S. aureus contamination in raw sausage

Analyzes butcheries?

Cities of Algiers

Quality assessment?
Poor qualityc Nb. (%)

Contamination level® (Log CFU/g)

Prevalence? (%)

Positives butcheries*

Maximum MeanxSD

Minimum

17 (86.00)
5% (20.00)
3 (12.00)
5 (20.00)

5.34+0.6
4.62+0.7
5.48+0.2
5.62+0.2

6.19
5.41
5.75
5.81
6.08
4.38
6.24
5.82
6.55
5.25
5.75

4.30
3.37
5.26
5.22
4.04
4.38
5.72
4.30
5.29
5.25
4.71

68.00
24.00
12.00
20.00

25
25
25
25

Beraki

Bir Mourad Rais
Birtouta
Bouzareah
Cheraga

13 (52.00)
1 (5.00)
7 (43.75)
3 (12.00)
2 (8.70)

5.15+0.8
4.38+0.0

52.00
5.00
43.75

™M
—

1 (4.76)
57/230 (24.78)

6.06%0.2
4.82+0.9
5.91+0.9
5.25+0.0
5.26+0.45

12.00
8.70
4.76

25.22

20
16
25
23
21

Dar El Beida
El Harrach
Hussein Dey
Sidi Mhamed
Total

Rouiba

58

230

aDistribution per city; °Prevalence of contamination; “Nonsatisfaction quality; ‘Butcheries where S. aureus was isolated; *The case of acceptable quality has been removed.

S. aureus

Staphylococcus aureus
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Figure-2: The average values of Staphylococcus aureus counted in sausages according to the sampling departments.

Table-2: Antibiotic resistance of S. aureus isolated from
sausage (n=84).

Antibiotic class Antibiotics S. aureus,
n (%)
B-Lactams P 21 (25)
OXA 30 (36)
FOX 4 (5)
Macrolides E 19 (23)
Quinolones CIP 11 (13)
OFX 16 (19)
LEV 12 (14)
RAM RAM 11 (13)
Glycopeptides VA 0
) . TEC 0
Aminoglycosides CN 2(2)
KMN 0
Phenicoles C 8 (10)
Sulfonamides SXT 3 (04)
Others TE 49 (58)
FOS 28 (33)
ORT 21 (25)
TRT 20 (24)
ThRT 28 (33)

ORT=Resistance to one antibiotic class, TRT=Resistance
to two antibiotic class, ThRT=Resistance to three antibiotic
class, S. aureus=Staphylococcus aureus, P=Penicillin

G, OXA=0xacillin, FOX=Cefoxitin, E=Erythromycin,
CIP=Ciprofloxacin, OFX=0floxacin, LEV=Levofloxacin,
RAM=Rifampicin, VA=Vancomycin, TEC=Teicoplanin,
CN=Gentamycin, KMN=Kanamycin, C=Chloramphenicol,
SXT=Sulfamethoxazole/trimethoprim, TE=Tetracycline,
FOS=Fosfomycin

erythromycin (23%, n=19/84), ciprofloxacin (13%,
n=11/84), ofloxacin (19%, n=16/84), rifampicin
(13%, n=11/84), gentamicin (2%, n=02/84), chlor-
amphenicol (10%, n=8/84), trimethoprim/sulfame-
thoxazole (4%, n=3/84), tetracycline (58%, n=49/84),
levofloxacin (14%, n=12/84), and fosfomycin (33%,
n=28/84). No resistance was recorded for vanco-
mycin, teicoplanin, or kanamycin. The results show
S. aureus strains highly resistant to tetracycline, which
is the most common antibiotic resistance profile from
all department samples, followed by oxacillin and fos-
fomycin. In contrast, very low resistance was found
for gentamycin and trimethoprim/sulfamethoxazole.
Furthermore, 15 isolates (17.85%) were susceptible to

all tested drugs. A total of 21 S. aureus isolates were
resistant to only one antimicrobial (25%); 20 (24%)
were resistant to two antimicrobials; and 28 (33%)
were resistant to three or more antibiotics most com-
monly used in veterinary medicine. Over 70 (83.33%)
of the isolated S. aureus strains showed resistance to at
least one of the antibiotics tested. Moreover, the anal-
ysis of our results showed that the MAR index varies
between 0 and 0.63 with 39 different phenotypic pro-
files (Table-3), including 20 profiles (23 S. aureus iso-
lates) with MAR >0.2. Out of the 16 oxacillin-resis-
tant isolates (n=16/84; 19.04%), four (n=4/84; 4.80%)
showed additional resistance to cefoxitin and penicil-
lin by antimicrobial susceptibility and were thus iden-
tified as methicillin-resistant S. aureus (MRSA) strains
as described [40]. All MRSA isolates showed resis-
tance to tetracycline and 1, 3, or 5 other antibiotics.

Risk factor analysis

Our findings demonstrated the highest con-
sumption frequency of sausage (n=379/440, 86.14%)
among meat consumers who responded to our ques-
tionnaire (440/700). Out of 379 sausage consumers,
84 (22.16%) claimed to have food poisoning after
consuming sausage. Our analysis identified three cat-
egories that underline 11 risk factors among the 14
related to sausage consumer habits with an OR >1.
The distribution of the risk factors was as follows:
Demographic characteristics, consumption habits, and
storage conditions. The OR analysis of the assumed
risk factors is summarized in Table-4. However, only
two risk factors were found to be statistically signif-
icant, with p=0.04 and p=0.025 for consumers eating
outside of the house and in the Birtouta department,
respectively.

Regarding the demographic characteristics, our
results showed five (11) risk factors and found that
respondents between the ages of 18 and 40 years
(22.60% OR=1.194; [0.571-2.499]), males (25.70%;
OR=1.321; [0.785-2.224]), consumers living with
their families (23.50%; OR=1.624; [0.810-3.257])
and consumers that had children (22.90%; OR=1.164;
[0.679-1.998]) were more affected and more likely to
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Table-3: Resistance profile of S. aureus isolated.

Number of antibiotics Number of isolates Resistance profile of isolate S. aureus MAR index
0 15 - 0.00
1 4 OXA 0.06
9 TE 0.06
3 P 0.06
3 FOS 0.06
2 RAM 0.06
2 1 TE-FF 0.13
1 CIP-C 0.13
2 P-TE 0.13
1 E-FOS 0.13
1 OXA-E 0.13
1 OXA-FOS 0.13
1 OXA-OFX 0.13
1 OXA-RAM 0.13
1 OXA-TE 0.13
7 TE-FOS 0.13
3 3 OXA-TE-FOS 0.19
3 E-TE-FOS 0.19
1 P-OXA-C 0.19
1 P-OXA-TE 0.19
1 OXA-TE-FOS 0.19
4 1 OXA-E-RAM-TE 0.25
1 P-E-TE-C 0.25
1 P-OXA-CN-FOS 0.25
1 OXA-OFX-RAM-TE 0.25
5 1 P-OXA-E-RAM-TE 0.31
1 P-OXA-OFX-TE-FOS 0.31
1 P-OXA-FOX-TE-FOS 0.31
1 P-OXA-E-TE-FOS 0.31
1 P-CIP-OFX-TE-LEV 0.31
1 E-CIP-OFX-TE-LEV 0.31
1 OXA-E-OFX-TE-LEV 0.31
6 2 P-FOX-CIP-OFX-TE-LEV 0.38
1 OXA-E-CIP-OFX-TE-LEV 0.38
1 OXA-E-OFX-RAM-TE-FOS 0.38
1 P-OXA-E-RAM-TE-C 0.38
1 E-CIP-OFX-TE-FOS-LEV 0.38
7 1 P-E-CIP-OFX-RAM-TE-LEV 0.44
8 1 OXA-E-CIP-OFX-TE-LEV-C-SXT 0.50
9 1 P-OXA-FOX-OFX-CN-TE-FOS-LEV-C 0.56
10 2 P-OXA-E-CIP-OFX-RAM-TE-LEV-C-SXT 0.63

MAR=Multiple antibiotic resistance, OXA=0xacillin, TE=Tetracycline, E=Erythromycin, P=Penicillin G, FOS=Fosfomycin,
RAM=Rifampicin, CIP=Ciprofloxacin, OFX=0floxacin, CN=Gentamycin, LEV=Levofloxacin, FOX=Cefoxitin,

SXT=Sulfamethoxazole/trimethoprim, C=Chloramphenicol

get foodborne diseases after sausage consumption.
Thus, the departments Birtouta (35.70%; OR=2.158;
p=0.025), Bouzareah (27.90%; OR=1.419), Dar El
Beida (25.60%; OR=1.240), El Harrach (26.20%:;
OR=1.283), and Hussein Dey (28.60%; OR=1.436)
had more sick consumers.

Similarly, for the consumption habits, consumers
who ate sausages outside of the house (p=0.040;
30.50%), during the summer season (24.30%) or at
lunch (26.50%) were found to be risk factors with
OR=1.769; (1.021-3.066), OR=1.159; (0.630-2.131);
and OR=1.421; (0.854-2.366), respectively. In addi-
tion, length of sausage transport (exceeding 2 h) (25%)
and sausage stored at room temperature (23.10%;
n=61/264); or frozen (24%) were the three risk fac-
tors found for the storage conditions category, with;
OR=1.189 (0.513-2.752), OR=1.202 (0.701-2.061),
and OR=1.292 (0.784-2.130), respectively.

Discussion

Bacteriological study

Meat and meat products are the most common
foodstuffs in the world, exposing consumers to the risks
of S. aureus outbreaks with serious economic conse-
quences [15,22]. Although many researchers have pre-
viously reported the presence of S. aureus in various
foods, there is a lack of scientific publications about
sausages in Algeria and around the world. To the best
of our knowledge, our study is the first epidemiological
survey about artisanal sausage (Merguez) in Algeria.

In the present investigation, 25.22% of the eval-
uated sausages were affected by S. aureus. Our results
were supported by a sausage study in Saudi Arabia
(with 30%) [24] but were lower than that found
in Morocco (50%) [14], and the United States of
America (42.30%) [13], and higher than that found in
Italy (11.77%) [29]. Furthermore, our findings agreed
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Table-4: Risk factors analysis.

Risk factors

Number of sick consumers (%) p-value OR CI

1. Demographic characteristics

Age
18-40 years 74/328 (22.60) 0.637 1.194 0.571-2.499
41-75 years 10/51 (19.60)

Gender
Males 28/109 (25.70) 0.294 1.321 0.785-2.224
Females 56/270 (20.70)

Habitat
With family 73/310 (23.50) 0.169 1.624 0.810-3.257
Alone 11/69 (15.90)

Having children
Without children 61/266 (22.90) 0.580 1.164 0.679-1.998
With children 23/113 (20.40)

Localities
Birtouta 15/42 (35.70) 0.025 2.158 1.088-4.278
Bouzareah 12/43 (27.90) 0.336 1.419 0.694-2.903
Dar El beida 10/39 (25.60) 0.581 1.240 0.578-2.660
El Harrach 11/42 (26.20) 0.505 1.283 0.615-2.676
Hussein Dey 06/21 (28.60) 0.467 1.436 0.539-3.824

2. Consumption habits

Consumption place
Outside of home 25/57 (30.50) 0.040 1.769 1.021-3.066
At home 59/238 (19.90)

Consumption period
Summer season 17/70 (24.30) 0.636 1.159 0.630-2.131
Out of summer season 67/309 (21.70)

Consumption moment
At lunch 31/117 (26.50) 0.175 1.421 0.854-2.366
At dinner 53/262 (20.20)

3. Storage conditions

Consumption <2h
Non 8/24 (25.00) 0.686 1.189 0.513-2.752
Oui 76/271 (21.90)

Sausages freezing
Non 61/264 (23.10) 0.503 1.202 0.701-2.061
Oui 23/115 (20.00)

Keep in the fridge
Oui 53/168 (24.00) 0.313 1.292 0.784-2.130
Non 31/127 (19.60)

OR=0dds ratio, CI=Confidence interval

with many meat reports in Algeria (29.40%) [20],
Greece (24.50%) [28], Italy (29.41%) [41], Iran
(26.31%) [21], and Egypt (23.10%) [42].

For dairy product studies, in Algeria, similar
results were reported, as described by [20,43,44]. In
contrast, the prevalence obtained was higher than that
found in Egypt (12%) [45], (16.60%) [23], Nigeria
(9.15%) [46], China (1.8%) [22], Greece (18%) [27],
Spain (7%) [26], and Italy (9.79%) [47] (11.77%) [29],
with the highest prevalence registered in Georgia [12]
and Turkey [48] with (63%) and (42.50%), respectively.

In our study, the overall mean of S. aureus
contamination was 5.26+0.45 log CFU/g, with the
highest contamination level observed in El Harrach
(6.06£0.20 log CFU/g), which was characterized
by the worst sausage quality. Our results are higher
than those described by Ed-Dra et al. [14] and Cohen
et al. [4], with 3.82+0.84 log CFU/g and 2.1+0.41 log
CFU/g, respectively. Our results showed that the

S. aureus count was superior to the maximum tolera-
ble microbiological limit for raw sausages according
to the microbiological criteria regarding sausage [37],
especially because a contamination level that exceeds
10° S. aureus g'(5.70 log CFU/g) is considered capa-
ble of producing a Staphylococcal food poisoning out-
break [49], as was the case for sausage samples from
El Harrach, Rouiba, and Bouzareah.

A wide range of S. aureus prevalence and
contamination levels in sausage were found in this
study, indicating the variation in S. aureus among the
ten (10) departments of Algiers that were studied, with
the highest prevalence found in Beraki (68%), Cheraga
(44%), and El Harrach (43.75%), which were also the
same cities with the worst sausage quality. The differ-
ent prevalence might be attributed to the geographi-
cal location because El Harrach and Beraki represent
popular regions with high agglomeration areas and the
meat supply departments for the entire capital having
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the two largest slaughterhouses of cattle and sheep.
Nevertheless, the source of S. aureus contamination
could be multifactorial and differ greatly between
countries and even between cities in the same country,
especially in the underdeveloped world.

The presence of S. aureus in artisanal sausage
(Merguez) may indicate contamination with multi-
ple origins. As hypotheses, we can advance possible
contamination of animal origin, a failure in hygiene or
recontamination due to insufficient hygienic and san-
itary practices [16,50,51] and to the increased number
of processes the sausage has been subjected to [27]
and could be assigned to the quality of manufactur-
ing practices [34]. Several conditions attest the poor
hygienic quality of raw sausage upstream of poor
meat quality, possibly due to carcass contamination
with intestinal contents during slaughtering and/or the
influence of pre-slaughter stress, season, animal den-
sity, duration of transport [52], and slaughter-house
sanitation [53]. Thus, uncontrolled processing, stor-
age, handling, poor personal hygiene, and sanitary
conditions in food industries [34,54] are all factors
that can contribute to poor meat quality.

The present study showed that 83.33% of
S. aureus exhibited resistance to at least one of the
antibiotics tested. Moreover, 33% were resistant to
three or more antibiotics (multidrug-resistant). Wang
et al. [22] and Chaalal et al. [20] reported similar
percentages, 39.10% and 33.30%, respectively; how-
ever, high levels of multidrug-resistant isolates were
registered in Greece (59.30%) [27] and Morocco
(69.84%) [14]. In contrast, a lower rate was found in
beef products in the USA [13,25] and dairy milk in
Algeria [43].

Our antimicrobial analysis showed that the high-
est resistance among all antibiotics tested was against
tetracycline (58%), followed by oxacillin (36%), fos-
fomycin (33%), penicillin (25%), and erythromycin
(23%). The resistance to tetracycline remains the most
common, with a high prevalence, which is in concord
with several earlier reports from sausage [14] and dif-
ferent meat products [16,22,23,25,43,55,56]. In con-
trast, Aydin et al. [30] found 8.33% in Turkey sausage;
low rates were also recorded in meat and meat prod-
ucts in Italy (25%) [41], and Turkey (22.20%) [48],
and Algerian cow milk [43].

For the oxacillin-resistant strain, our findings
were similar to those registered in Italy [41] and
Algeria [20]. However, sausage studies established
by Ed-Dra et al. [14] and Aydin et al. [30] registered
no oxacillin-resistant strains, similar to a result from
meat studies by Arslan and Ozdemir [48]. Other
researchers have found very low resistance to other
antibiotics, such as Wang et al. [22], Ge et al. [25],
and Pu et al. [55]. Despite the 25% of strains resistant
to penicillin in our study, which is nearly similar to the
rate found in sausages in Morocco [14] and in Italian
meat [41], earlier studies exhibited a high resistance
approaching 90% [22,23,25,30,48,56].

Forerythromycinresistance, our results were sim-
ilar to many studies [20,23,41,55]. Notably, Sergelidis
et al. [27] and Wang et al. [22] found highly resis-
tant strains. On the other hand, low resistance rates of
ofloxacin (19%), levomycin (14%), rifampicin (11%),
gentamycin (2%), SXT (4%), and cefoxitin (5%) were
recorded in our study, which was similar to several
meat product studies [22,23,25,27,30,43,50,57] and
even Algerian raw milk [43].

In the case of chloramphenicol (10%), resistance
is exhibited at more or less lower rates in the differ-
ent studies, even though, at least for Algeria, treatment
by chloramphenicol is banned [57]. Therefore, finding
resistance rates may lead to outlawed use. Fortunately,
no resistance to vancomycin, teicomycin, or kanamy-
cin was recorded, similar to rates advanced by several
researchers, except for kanamycin, where most research
showed the beginning of resistance at 6.35% and 8.33%
in sausages [14,30]; however, 30% and 32.6% were
registered in Egypt [23] and Algeria [20], respectively.
In contrast, among the 84 S. aureus strains, MAR index
analysis demonstrated the presence of 39 different
phenotypic profiles ranging from 0 to 0.63, with 20 S.
aureus profiles belonging to MAR >0.2.

In the present investigation, the results found
more resistance against tetracycline, oxacillin, and
penicillin and common resistance among S. aureus
from meat products [12,40] to erythromycin compared
to the other antibiotics because of their extensive use
as antimicrobial agents against staphylococcal infec-
tions, indicating a correlation between antibiotic
use and antimicrobial resistance. Tetracycline is a
broad-spectrum antimicrobial agent [40] and is used in
intensive livestock production, often anarchically, for
therapeutic [10,58] and prophylactic purposes or as a
growth promoter [59]. However, the irrational use of
antibiotics as growth-enhancer drugs has been banned
in various countries [60]. Furthermore, the high prop-
agation of antimicrobial resistance in S. aureus could
be explained by the inappropriate prescription prac-
tices of antibiotics used in the animal world [60].

Epidemiological survey

Foodborne infections are major health con-
cerns in developing countries, including Algeria.
Information on consumer habits and their susceptibil-
ity to cause outbreaks helps researchers and authorities
develop appropriate strategies in terms of prevention,
control, and monitoring. The findings of our survey
demonstrate the highest consumption frequency of
sausage (n=379, 86.14%) among meat consumers,
and 84 of the 379 surveyed (22.16%) revealed having
had food poisoning after sausage consumption, being
more affected and thus more likely to get foodborne
diseases after sausage consumption.

For the demographic characteristic risk factors,
other studies [61,62] have found similar results in meat
consumption among adults and single people; how-
ever, males were more likely to be consumers, which
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is associated with masculinity and power according to
Rozin et al. [63]. A possible explanation for the differ-
ences between males and females may be attributed to
the sampling method related to the mode of purchasing
in Algeria, dictating that most of the time, the Algerian
housewife buys the needs for the home since the man
is often at work and returns late. For the purchase loca-
tions, the varied places could be a risk factor. Based on
our previous study, either the place of purchase and/or
the place of consumption could be the cause of food-
borne illness. In addition, participants eating during the
summer season, outside of the house and at lunch were
the three risk factors found in our survey with regard
to consumption habits. Similar results were reported
by Wu et al. [64] with 65.70% and by Kadariya ef al.
[15] with 44% of outbreaks occurring outside of the
home. This may be due either to the fact that most
Algerians are at work during the day and have no
choice other than eating out, which is consistent with
lunchtime, and the lack of awareness consumers has
regarding insufficient hygienic and sanitary conditions
[15,52,65], since handling during preparation is con-
sidered the main source of food contamination [16].

Furthermore, our investigation revealed three
other risk factors interpreted as poor storage habits
including the length of transport (exceeding 2 h after
purchase); the sausage storage methods at home, before
and during consumption; and the fact that consum-
ers freeze the sausage. Similar results were reported
by various studies [15,66,67]. According to Kadariya
et al. [15], several errors in food preparation are the
most common contributing factor (93%) in foodborne
diseases, as well as storage conditions (39%) and pro-
longed exposure of foods at ambient temperature (58%),
supporting the notion that there are limited health con-
sciousness and poor knowledge of good hygienic prac-
tices among Algerian consumers. Therefore, consumers
need to be aware that traditional sausages, widely con-
sumed in Algeria, are potential risks and could cause
foodborne diseases if handled inappropriately at home.
Thus, more information about hygiene rules and prepa-
ration is necessary for the general population and, more
urgently, for groups at risk [64].

Conclusion

Our comprehensive report highlights a high
prevalence of S. aureus sausage contamination found
in some departments of Algeria, high multidrug resis-
tance identified in isolates, and amount of S. aureus
that is above the limit established by law and at levels
compatible with the production of enterotoxins, which
revealed the potential risk of artisanal sausage to pub-
lic health in Algeria. Therefore, to reduce resistant
strains, monitoring antibiotics and developing new
treatment strategies against staphylococcal infections
should be established, especially those that are still
widely used in Algeria for human therapy because
of their low cost and availability. Furthermore, it is
necessary to improve education regarding Algerian

sausage by changing certain consumption habits
related to the risk factors found. Finally, it can be
concluded that authority interventions should be
designed to prevent S. aureus contamination during
pre-slaughter, post-slaughter and at butcheries pro-
ducing sausage, targeting adherence to either good
hygiene practices and/or HACCP system. From this
perspective, studies might be performed to character-
ize Staphylococcus spp. and S. aureus to investigate
their virulence factors.
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Avant-propos




Article 2.

Enquéte transversale sur les toxi-infections alimentaires causées par les
saucisses en Algérie: prévalence, facteurs de risque, catégories de personne a

risque, tendance d'évolution et comportements d'utilisation d'antibiotiques.

La population humaine tend a augmenter & 9,7 milliards en 2050, selon les projections
démographiques des Nations Unies (Nations Unies, 2019). Cette situation a déclenché une
augmentation de la consommation alimentaire mondiale et une importance accrue a la sécurité
alimentaire de la table a 1’étable. Cependant, lorsque des agents pathogénes contaminent les
aliments, ils peuvent provoquer des maladies d'origine alimentaire, souvent appelées «Toxi-
infections alimentaires». En outre, il existe un large éventail de virus qui ont été liés a une
toxi-infection alimentaire (lturriza-Gomara et O'Brien, 2016), en plus des bactéries. Le
norovirus est la cause la plus fréquente de gastro-entérite non bactérienne (Somura et al.,
2019). Il s'agit d'une infection résultant de I'ingestion d'aliments contaminés par certains
agents infectieux ou leurs toxines (Kassahun et Wongiel, 2019). De plus, lorsque la toxi-
infection alimentaire résulte de I’apparition d’au moins deux cas d’une symptomatologie
gastro-intestinale dont on peut rapporter la cause a une méme origine alimentaire, il s'agit de
toxi-infection alimentaire collective (TIAC ), qui peut provoquer des symptdmes rapides tels
que nausées, vomissements et diarrhée (Communément appelée intoxication alimentaire),
mais aussi des maladies de longue durée tel que le cancer, I'insuffisance rénale ou hépatique et
les troubles cérébraux ou nerveux (Hernandez-Cortez et al., 2017).

Bien que le fardeau des maladies d'origine alimentaire est un probléme mondial de santé
publique, les régions Africaines classées par I’OMS ont les taux d'incidence et de mortalité les
plus élevés, y compris les enfants de moins de cing ans avec plus de 91 millions chaque année
et 137 000 déces (OMS, 2015). Ces maladies peuvent étre plus graves chez les enfants, les
femmes enceintes, les personnes agées ou celles présentant une deficience du systéme
immunitaire (Odeyemi, 2016). Les enfants qui survivent a certaines graves maladies d'origine
alimentaire peuvent avoir un retard de développement physique et mental, avec des
conséquences certaines pour leur qualité de vie. En Algérie, plus de 15 233 cas de toxi-
infection alimentaire avec 16 déces et des cas d'hospitalisation ont été enregistrés, entre 2016
et 2017. De plus, 14 wilayas ont eu plus de 200 cas en 2017 (Algerian Ministry of Health,
2018).
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Récemment, cependant, il y a eu un regain d'intérét pour la sécurité alimentaire des
consommateurs en ce qui concerne les produits typiques telle la «Merguez»; une saucisse crue
d’origine Nord-Africaine largement consommée en Algérie (Hachemi et al., 2019) ; qui a été
fabriquée dans un environnement non industriel, caractérisée par une production par lots a
petite échelle (Conter et al., 2008) et favorable & la croissance des agents pathogénes (Ed-Dra
et al., 2018).

Les antibiotiques, couramment utilisés dans les pratiques meédicales modernes, sont les
médicaments les plus fréquemment prescrits; qui ont sauvé des centaines de millions de
personnes au cours du dernier siecle (Liu et al., 2019). Malheureusement, les patients ont
souvent des idees fausses sur les avantages du traitement antibiotique pour les formes virales
de toxi-infection alimentaire (Saengcharoen et al., 2012) et [l'utilisation inappropriée
d'antibiotiques comme le non respect des doses et l'automédication. Par conséquent, la
prescription excessive d'antibiotiques est répandue dans le monde entier, avec jusqu'a 50%
des prescriptions d'antibiotiques inutiles en milieu ambulatoire (Liu et al., 2019). Ainsi, une
utilisation prudente des antibiotiques est essentielle pour préserver leur efficacité clinique,
tandis que la réduction de l'utilisation inutile réduira la complexité de la résistance aux
antibiotiques (ElI Sherbiny et al.,, 2019) a l'origine de la prolongation de la durée
d'hospitalisation et de l'utilisation accrue des ressources de soins de santé (Sutthiruk et al.,
2018).

Une situation qui a été compliquée par la forte prévalence de nouvelles formes de résistance
aux antibiotiques et I'émergence de souches multi-résistantes, qui causent 700 000 déces par
an (OMS, 2015), augmentant ainsi le taux d'échecs thérapeutiques, en particulier avec
I'utilisation courante des antibiotiques en médecine humaine et vétérinaire, et les multiples
voies de transmission aux humains, notamment les aliments d'origine animale et en particulier
la viande (Kassahun et Wongiel, 2019). Les statistiques prédictives estiment que plus de 10
millions de personnes mourraient chaque année en raison de la résistance aux antimicrobiens
d'ici 2050, dépassant le cancer comme principale cause de déces (O’Neil, 2014). La diarrhée
reste la principale cause de déces, en particulier chez les enfants des pays en développement
et pauvres en ressources (Odeyemi, 2016).

Plusieurs indications de prescription irrationnelle d'antibiotiques ont été rapportées dans tous
les pays (Kaae et al., 2019). La situation dans les pays en développement est plus critique en
raison de la possibilité de les acheter sans assistance médicale (EI Sherbiny et al., 2019), ce
qui rend le traitement moins efficace, voire inefficace. Les études couvrant la prescription et
l'utilisation d'antibiotiques dans la zone Nord-Africaine sont cependant relativement rares
(Kaae et al., 2019). En Algérie, des connaissances sur I'épidemiologie de la consommation de
viande rouge en général et de Merguez plus précisément sont également néecessaires pour
cibler les futures interventions (Hachemi et al., 2019). Cependant, comme les auteurs le
savent, de nombreux aspects pertinents de l'utilisation d'antibiotiques pour les toxi-infections
alimentaires et le comportement meédical parmi les consommateurs malades restent ainsi non
documenté en Algérie, en raison a la fois des recherches limitées; ainsi que le fait que; la
plupart des études menées sont basées sur une approche quantitative.
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Cette étude a été concue dans un premier temps pour étudier les facteurs de risque
potentiels qui ont une association significative avec la survenue des toxi-infections
alimentaires chez les consommateurs de saucisses en Algérie. Deuxiémement, les principales
catégories de consommateurs les plus exposées. Enfin, évaluer I'évolution des cas et explorer
la culture de [l'utilisation d'antibiotiques apres une toxi-infection alimentaire chez les
consommateurs malades / hospitalisés ciblés.

Par conséquent, notre enquéte tend a estimer les tendances globales en ce qui concerne
I'utilisation d'antibiotiques, les attitudes (automédication) et les comportements ainsi que les
indications d'une utilisation inappropriée. Et ce, afin d’établir les données épidémiologiques
pour évaluer I'efficacité des interventions des cliniciens mais aussi évaluer le comportement
des consommateurs malades.
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ABSTRACT

This study was designed to investigate firstly, food-borne poisoning prevalence, potential risk factors
among Algerian sausage consumers, and to explore vulnerable groups at risk. Secondly, to assess the
evolution of the cases and estimate behaviors awards antibiotics use after food-borne poisoning for
targeted sick/hospitalized Algerian consumers. From August 2018 to June 2019, a total of 800 structured
guestionnaires were distributed randomly to meat consumers from ten (10) departments of Algiers. The
data collected were analyzed with different statistical approaches.

The results showed that out of the 504 sausage consumers, 22.15% revealed having food-borne poisoning
after sausage consumption. Over 53.60 % of sick consumers were hospitalized. The risk factors recorded
were: The ages of 18 and 40 years (89.69% OR=1.323; [0.64-2.73]), males (33.00%; OR=1.275; [0.785-
2.070]), consumers living with their families (84.54%; OR=1.387; [0.753-2.554]) and consumers that had
children (22.68%; OR=1.62; [0.155 -0.320]) which were more affected and more likely to get food-borne
diseases after sausage consumption. In addition, young (p=0.00002; 76.29%), woman giving birth
(p=0.00001; 25.77%) and pregnant (50.52%) were found to be vulnerable consumers with high risk
factors of OR=0.35, OR=2.021, and OR=1.43, respectively. Thus, immuno-deficience consumers
(42.27%; OR=3.361) were found to be the leading risk factor recorded among vulnerable consumers. For
antibiotic use behavior, out of 97 sick consumers, 52.58% (n=51/97; p=0.003; OR=1.965) had taken
antibiotics by themselves, and 41.24% (p=0.008; OR=1.87) had interrupted the antibiotics treatment.
Similarly, highest self-medication were recorded among hospitalized consumers (71.15%; n=37/97) with
OR= 7.45 (p=0.00001). Regrettably, the majority (28.85%) declared interrupt the therapeutic protocol
after medical guidance with OR=9.96 (p=0.0001).

Our study provides for the first time information about baseline of the attitude, and behavior regarding
antibiotics use among the Algerian sausage consumers following a food-borne. Thus, it can be concluded
that raw sausage must be consumed with precaution for vulnerable groups at risk (YOPIs). As
perspective, public education programs should therefore be developed, especially to areas of
misconceptions of antibiotics use and vulnerable groups at risk.

Keywords: consumers, antiobiotics-use, foodborne, risk factors, sausages, hospitalization.
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INTRODUCTION

The human population tends to increase to 9.7 billion in 2050, according to United Nations
population projections (United-Nations, 2019). This situation triggered an increase in global food
consumption and more importance to food safety from farm to fork. However, when pathogens
contaminate food, they can occur food-borne illness, often called "food poisoning™. Furthermore,
there is a wide range of viruses that have been linked to food-borne poisoning (lturriza-Gomara
and O'Brien, 2016), in addition to bacteria. Norovirus is the most commonly cause of
nonbacterial gastroenteritis (Somura et al., 2019). It is about an infection resulting from the
ingestion of food contaminated by certain infectious agents or their toxins (Kassahun and
Wongiel, 2019). Moreover, when food poisoning outbreak is resulting from the ingestion of a
common food of two or more cases of a similar food-borne disease, it’s about TIAC “Collective
food poisoning”, which can cause rapid symptoms such as nausea, vomiting and diarrhea (often
referred to as food poisoning), but also long-term illnesses such as cancer, renal or hepatic
insufficiency and cerebral or nervous disorders (Herndndez-Cortez et al., 2017). While the
burden of food-borne illness is a global public health problem, the WHO regions of Africa have
the highest incidences and mortality rates, including children under five with more than 91
million each year and 137 000 deaths (WHO, 2015). These diseases can be more serious in
children, pregnant women, elderly people or those with a deficiency of the immune system
(Odeyemi, 2016). Children who survive some of the most serious food-borne illnesses may have

delayed physical and mental development, with definite consequences for their quality of life.

In Algeria, more than 15 233 cases of food-borne poisoning with 16 deaths and cases of
hospitalization were recorded, between 2016 and 2017. More, 14 wilaya had more than 200
cases during 2017 (Algerian Ministry of Health, 2018). Recently, however, there has been a
renewed interest of food safety consumers to typical’s food safety as “Merguez” ; North African
raw sausage widely consumed in Algeria (Hachemi et al., 2019) that have been made in non-
industrial environment, characterized by smallscale batch production (Conter et al., 2008) and

favorable to pathogen growth (Ed-Dra et al., 2018).

Antibiotics, commonly used in modern medical practices, are the most frequently prescribed
drugs; which have saved hundreds of millions people over the past century (Liu et al., 2019a).
Unfortunately, patients often have misconceptions about the benefits of antibiotic treatment for
viral forms of food-borne poisoning (Saengcharoen et al., 2012) and inappropriate antibiotic use

like skipping doses and self-medication.
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Therefore, over-prescription of antibiotics is widespread worldwide, with up to 50% of
unnecessary antibiotic prescriptions in ambulatory settings (Liu et al., 2019b). Thus, prudent
antibiotics use is essential for preserving their clinical effectiveness, while the reduction of
unnecessary use will decrease the complexity of antibiotic resistance (El Sherbiny et al., 2019)
origin of extended length of hospital stay and higher healthcare resource utilization (Sutthiruk et
al., 2018). A situation that has been complicated by the high prevalence of new forms of
antibiotic resistance and the emergence of multidrug-resistant strains, which cause 700,000
deaths annually (WHO, 2015), thus raising the rate of therapeutic failures, especially with the
common use of antibiotics in medicine human and veterinary, and multiple routes of
transmission to humans, including food of animal origin and in particular meat (Kassahun and
Wongiel, 2019). Predictive statistics estimate that more than 10 million people would die every
year because of antimicrobial resistance by 2050 surpassing cancer as a leading cause of death
(O’Neil, 2014). Diarrhea remains the leading cause of death, especially among children in

developing and resource poor countries (Odeyemi, 2016).

Several indications of irrational prescribing of antibiotics were found in all countries (Kaae et al.,
2019). The situation in developing countries is more critical because of the possibility of buying
them without medical guidance (El Sherbiny et al., 2019) causing treatment to be less effective
or even ineffective. Studies covering the prescribing, and use of antibiotic in the North-African
area is, however, relatively scarce (Kaae et al., 2019). In Algeria, knowledge about the
epidemiology of consumption of red meat in general and Merguez more precisely is likewise
needed to target future interventions (Hachemi et al., 2019). However, as the authors know,
many relevant aspects of the antibiotic use for food-borne poisoning and medical behavior
among sick consumers thereby remain undocumented in Algeria, due to both the limited

researches; as well as the fact that; most conducted studies are based on quantitative approach.

This study was designed to firstly, investigate potential risk factors that have a significant
association with the occurrence of food-borne poisoning among sausage consumers. Secondly,
the main categories of consumers most exposed. Finally, assess the evolution of the cases and to
explore the culture of antibiotics use after food-borne poisoning for targeted sick/hospitalized
consumers. Hence, our investigation tends to estimate overall tendencies with regard to
antibiotics use, attitudes (Self-medication) and behaviors as well as indications of inappropriate
use. In order to, establishes a epidemiological data to assess the effectiveness of interventions of

clinicians but also evaluate the sick consumers' comportment.
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MATERIALS AND METHODS

Ethical approval
The present study did not involve any invasive procedure, and hence, ethical approval is not required.

Informed consent

Informed consent was obtained from each participant.

The study design and data collection

This study was based on a self-administered questionnaire. Between June 2018 and April 2019, a
cross-sectional epidemiological survey was carried out and included eight hundred (800)
structured questionnaires randomly distributed to Algerian meat consumers. Our survey were
included a total of 261 butcheries from ten (10) departments (Figure-1) with fifty (50)
municipalities of Algiers capital of Algeria (Bab El Oued, Beraki, Bir Mourad Rais, Cheraga,
Dar El Beida, Draria, El Harrach, Hussein Dey, Rouiba, and Zeralda).

The center of the capital

Bab El Oued

— HusseinD
(7,39 km, 129907, 47) Uy

(1,59 km, 60392, 49)

_ DarElBeida
Chéraga . (11,06 km, 43510, 54)
(8,04 km, 16262, 44) vf"(;,\\: €l Harrach
‘ N {5,3 km, 56659, 48) Rouiba
Qv Af-\\hwkm. 6884, 54)
Zéralda — - (_
(22,09 km, 6700, 55) e 8
= )
~ - 4
k; S
|
)/ \ ’ Bir Mourad Rais
(3,51 km, 35475, 63)
— |

(6,46 km, 8957, 49)

Draria I “‘4\\/
(8,25 km, 14243, 51)

(Distance between department and the center of the capital, Number of inhabitants per department, number of questionnaire received)

Figure-1: Map of Algiers showing location of the ten departments of questionnaires distribution

The study tool: Questionnaire

The questionnaire contained close-ended questions used to collect information on various aspects
of sausage consumption. It consisted of structured questions divided into three (03) categories.
Consumers were invited to participate in this investigation if they bought meat at the butcheries,

where traditional sausages were usually sold.
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The questionnaire was self-administered, however, consumers were assisted by the researcher if
requested. The average time to complete the survey was 10 min. The first category compromised
questions regarding the demographic characteristics of the respondents (Age, gender, place of
purchase, having children, live with family, and studies). The second category involved
information concerning consumption and vulnerable groups at risk (Young, Old, Pregnant and
consumers with Immuno-deficience). The third one studied food-borne poisoning evolution
(Sick to hospitalized consumers) and their relationship with the occurrence of food poisoning in
the respondents following sausage consumption. The last one is about antibiotic use behavior
following food-borne disease: Reasons for consultation, antibiotics prescription and interruption
of antibiotherapy) and their relationship with sick and hospitalized consumers. The questionnaire
was pretested, modified, and refined before starting.

Statistical analysis

The study data were collected and analyzed using IBM SPSS statistical software version 20.0
(IBM, USA) for Windows with different statistical approaches. Descriptive statistics by
calculating different prevalence and the Chi-square test. The odds ratio (OR) analysis univariable
logistic model were performed to analyze the potential risk factors and their relation to the
independent variables with OR> 1. All analyses were carried out at a 95% confidence level. The

significance level for the homogeneity test fixed at p<0.05.

RESULTS
Descriptive epidemiology

Sausage consumption

The investigation demonstrated the highest consumption frequency of sausage (n=438/504,
86.90%) among meat consumers respondents. Our results (Table-1) showed that four (04)
variables among the seven (07) studied were considered risk factors. It is about the factors: Age,
Gender, Habitat, and salaried consumers. Findings showed that young people (87.44 %;
n=383/438; OR=1.244; CI=[0.599-2.580]), women (71%; n=311/438; OR=1.143; CI=[0.654-
1.996]), consumers who live with their families (80.82%; n=354/438; OR= 1.83; CI=[1.030-
3.261]), and consumers with employees (75.80%; n=332/438; OR=1.566; CI=[0.898-2.732])
were more likely to consume sausage. Moreover, the most Merguez’s consuming departments
were Dar El Beida (96.29%), EI Harrach (95.83%), Hussein Dey (91.66%), Bir Mourad Rais
(88.68%), Beraki (87.75%), Draria (84.31%), Zeralda (83.63%), Rouiba (83.33%), Cheraga
(81.81%), Bab El Oued (76.59%).
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Table-1: Demographic characteristics

Variables Number of consumers (%0) p-value OR Cl
Age
18 & 40 years old 383/438 (87.44) 0.344 1.244 0.599-2.580
41 a 65 years old 55/438 (12.55)
Gender
Man 311/438 (71.00) 0.22 1.143 0.654-1.996
Woman 127/438 (29.00)
Habitat
With family 354/438 (80.82) 4.335 1.83 1.030-3.261
Alone 84/438 (19.17)
Having children
Without children 132/438 (30.13) 0.07 / /
With children 306/438 (69.86)
Studies
Secondary studies 25/438 (5.70) 0.13 / /
Graduate studies 413/438 (94.29)
Employees
Yes 332/438 (75.80) 2.525 1.566 0.898-2.732
No 106/438 (24.20)
Working women
Yes 214/438(48.85) 0.082 / /
No 224/438 (51.14)
Place of purchase
Bab EI Oued 36/47 (76.59) 0.0002
Beraki 43/49 (87.75) 0.00001
Bir Mourad Rais 47/53 (88.68) 0.00001
Cheraga 36/44 (81.81) 0.00001
Dar El Beida 52/54 (96.29) 0.00001
Draria 43/51 (84.31) 0.00001
El Harrach 46/48 (95.83) 0.00009
Hussein Dey 44/49 (91.66) 0.00002
Rouiba 45/54 (83.33) 0.00002
Zeralda 46/55 (83.63) 0.00006

Food-borne poisoning’s risk factors

Our analysis identified three categories that underline 12 risk factors among the 17 related to

sausage consumption habits with an OR >1. The distribution of the risk factors was as follows:

Prevalence of food-borne poisoning, demographic characteristics, vulnerable consumer’s

categories, and antibiotics use behaviors. The OR analysis of the assumed risk factors is

summarized in Table-2 to 4. However, fifteen (15) risk factors combinations were found to be

statistically significant p< 0.0001 for the homogeneity test.
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Demographic characteristics

Regarding the risk factor analysis for food-borne illness (Table-2), our study showed five (05)
risk factors. Furthermore, out of 438 sausage consumers, 97 (22.14 %) and 52 (53.60%) claimed
to have food poisoning and be hospitalized after consuming sausage, respectively. Our findings
demonstrated that respondents between the ages of 18 and 40 years (89.69% OR=1.323; [0.64-
2.73]), consumers living with their families (84.54%; OR=1.387; CI=[0.753-2.554]), consumers
that had children (22.68%; OR=1.62; CI=[0.155 -0.320]) and a high level studies (92.78%;
OR=1.396; CI=[0.565-3.446]) were more affected and more likely to get food-borne diseases
after sausage consumption. For gender variable, out of 127/438 of men consumers, 25.2%
(n=32/127) reported having a food-borne poisoning after Merguez consumption; against more
women consumers (n=311/438) with only 65 food-borne cases (20.9%) meaning that men
(n=32/97; 33.00%; OR=1.275; CI=[0.785-2.070]) were more likely to get sick than women.

Table-2: Demographic characteristics

Risk factors Number of sick consumers (%) 95% ClI p-value OR Cl
Age
18 4 40 years old 87/97 (89.69) 83.6-95.7 0.00001 1.323 0.64-2.73
41 3 65 years old 10/97 (10.31) 5.7-17.9
Gender
Man 32/97 (33.00) 24.4-42.8 0.00008 1.275 0.785-2.070
Woman 65/97 (67.00) 57.1-75.5
Habitat
With family 82/97 (84.54) 76-90.4 0.00001 1.387 0.753-2.554
Alone 15/97 (15.46) 9.6-23.9
Having children
Without children 75/97 (77.32) 68-84.5 0.0000007 1.62  0.959-2.749
With children 22/97 (22.68) 15.5-32
Studies
Secondary studies 07/97 (7.22) 3.5-14.2 0.00001 1.396 0.565-3.446
Graduate studies 90/97 (92.78) 85.8-96.5
Place of purchase
Bab El Oued 02/97 (2.06) 0.6-7.2 0.02
Beraki 09/97 (9.28) 5-16.7
Bir Mourad Rais 05/97 (5.15) 2.2-11.5
Cheraga 04/97 (4.12) 1.6-10.1
Dar El Beida 13/97 (13.40) [8-21.6]
Draria 12/97 (12.37) [7.2-20.4]
El Harrach 13/97 (13.40) [8-21.6]
Hussein Dey 13/97 (13.40) [8-21.6]
Rouiba 10/97 (10.31) [5.7-17.9]
Zeralda 16/97 (16.49) [10.4-25.1]
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Thus, the departments of Zeralda (n=16//97; 16.49%), Dar El Beida, ElI Harrach, Hussein Dey
(n=13/97; 13.40%), Draria (n=12/97; 12.37%), and Rouiba (n=10/97; 10.31%) had more sick
consumers with p=0.02. In all the departments investigated, Zeralda was the leading department

with the largest rate of sick consumers.

Vulnerable consumers

Regarding the vulnerable consumers who ate sausages, table-3 shows that young consumers (< 8
years old) (p=0.00002; 76.29%), woman consumers giving birth (p=0.00001; 25.77%) and
pregnant consumers (50.52%) were found to be risk factors with OR=1.35; CI=[0.803-2.283],
OR=2.021; CI=[1.172-3.485] and OR=1.43; CI=[0.910-2.249], respectively. In addition,
Immuno-deficience consumers (42.27%; OR=3.361, CI=[2.061-5.480]) were founded to be the
leading risk factor recorded among vulnerable consumers with 40.19% of sick consumers
(n=41/102), followed in descending order by woman consumers giving birth (n=25/75; 33.33%),
pregnant consumers (n=49/191; 25.65) and young consumers (n=74/314; 23.56%), taking
consumers by risk category.

Table-3: Consumers categories

Risk factors Number of sick consumers (%) 95% ClI p-value OR Cl
Immunodeficience consumers
Yes 41/97 (42.27) 32.4-54.8 0.127 3.361 2.061-5.480
No 56/97 (57.73) 47.8-67.1
Pregnant consumers
Yes 49/97 (50.52) 40.7-60.3 0.919 1.43 0.910-2.249
No 48/97 (49.48) 39.7-59.3
Young consumers (< 8 years)
Yes 74/97 (76.29) 66.9-83.6 0.00002 1.35 0.803-2.283
No 23/97 (23.71) 16.4-33.1
Woman giving birth consumers
Yes 25/97 (25.77) 18.1-35.3 0.00001 2.021 1.172-3.485
No 72/97 (74.23) 64.7-81.9

Antibiotics use behavior

Three questions on antibiotics use behavior regarding sausage consumers (Table-4) had been
asked. Out of 97 sick consumers, 41.24% (n=40/97; p=0.008; OR=1.87; Cl=[1.17-2.99]) were
received antibiotic therapy as a medicine after food-borne poisoning. Referring to interruption of
antibiotherapy, 21.65% (n=21/97; p=0.025; OR=1.99; CI=[1.085-3.650]) were claimed to have
interrupted the antibiotics treatment. Over half of the sick consumers had resorted to the process
of self-medication 52.58% (n=51/97; p=0.003; OR=1.965; Cl=[1.246-3.099]).
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201 Similarly, our results demonstrated the highest self-medication among consumers who tend to be
202 hospitalized (71.15%; n=37/97) with OR= 7.45 (p=0.00001; CI=[3.918-14.170]). Of the total
203  hospitalized sick consumers, only half (n=19/97; 36.54%) reported that they took antibiotics with
204 medical guidance with OR=3.34 (p=0.0001; CI=[1.733-6.457]). Regrettably, the majority
205  (28.85%) declared that they interrupt the therapeutic protocol with OR=9.96 (p=0.0001,;
206 Cl=[2.89-34-30]).

Table-4: Medical behavior sick consumers

Risk factors Number of sick consumers (%) 95% ClI p-value OR Cl
Sick consumers
Antibiotherapy 40/97 (41.24) 32-51.2 0.008 1.87 1.17-2.99
Interruption of Antibiotherapy 21/97 (21.65) 14.6-30.8 0.025 1.99 1.085-3.65
Automedication 51/97 (52.58) 42.7-62.2 0.003 1965  1.246-3.099

Hospitalized consumers

Automedication 37/52 (71.15) 57.7-81.7 0.0001  7.45 3.918-14.17
Antibiotherapy 19/52 (36.54) 24.8-50.1 0.0001 3.34 1.733-6.457
Interruption of Antibiotherapy 15/52 (28.85) 18.3-42.3 0.0001  9.96 2.89-34.30

207 In the same context, figure-2 shows that, the tendency to self-medication (71.15%), to interrupt
208 the antibiotherapy protocol (28.85%), and to resort to antibiotics (36.54%) after food-borne

209  poisoning, is higher among hospitalized consumers than those just ill.

90% -
80% - M Sick consumers Hospitalized consumers
70% - T
60% -
50% -
40% - T
71,15%
30% - T
20% - 36,54%
28,85%
10% -
O% Bl T T
Antibiotherapy Antibiotherapy's interruption  Self-medication (before
hospitalization)
210
211 Figure-2: Antibiotics use among sick and hospitalized consumers
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DISCUSSION

Foods that have been made with traditional raw materials using ingrained production methods
have become more popular because of the increasing homogenization of food contributing to the
progressive loss of peoples' cultural identity. Among these food products made from meat,
sausage is perceived by consumers as closely linked to traditions (Conter et al., 2008). Artisanal
sausage or “Merguez” is a North African specialty; regarded as the most popular variety of meat
products broadly consumed despite that is very favorable to pathogen growth mainly due to its
richness in nutriments (Ed-Dra, 2017). More, each year around the world, 48 million people get sick
from a food-borne illness, 128000 are hospitalized, and 3000 die in each year (Kassahun and Wongiel,
2019). Firstly, our study was designed to investigate food-borne poisoning prevalence and
potential risk factors among Algerian sausage consumers.

Our findings demonstrated the highest consumption frequency of sausage (n=438/504, 86.90%)
among meat consumers who responded to our questionnaire (504/800). These results were in
agreement with data already obtained by (Hachemi et al., 2019), advanced a high frequency of
sausage consumption (n = 379/440, 86.14%) confirming the importance of this foodstuff in
Algerian society. Regarding food-borne poisoning prevalence, in our survey, out of 438 sausage
consumers, 97 (22.14 %) and 52 (53.60%) claimed to have food poisoning outbreaks and be
hospitalized after consuming sausage, respectively. The hospitalization rate was 8.42%. Similar
results have been reported in France, from 2006 to 2016 with 9 369 food-borne illness including
764 hospitalizations, representing an 8.2% hospitalization rate (BVS, 2018). A less consistent
rate was recorded in the United States through study carried out previously by (Danielle M. Tack
et al., 2019) revealed that 25 606 get sick after infections of food origin, 5893 were hospitalized
and 120 were dead, in 2018. A situation that may be due to multiple origin of contamination,
concerning Merguez poisoning: Animal origin, lack of hygiene or cross-contamination due to
insufficient hygienic and sanitary practices (Sergelidis and Angelidis, 2017) (Gutierrez et al.,
2012), (Gounadaki et al., 2008). More specifically, the quality of Merguez is mainly influenced
by the carcasses’ bacterial contamination often linked to contamination by intestinal contents
during slaughter (Khanal and Poudel, 2017). Thus, the poor quality of sausage manufacturing
practices (Simon and Sanjeev, 2007) such as processing, storage, handling, poor personal
hygiene and uncontrolled sanitary conditions in the food industries (Ed-Dra, 2017). Furthermore,
butchers have a huge role in prevention of meat-borne diseases. During a cross-sectional survey
realized by (Khanal and Poudel, 2017) in Nepal, to ascertain factors associated with meat

hygiene among the butchers, the study shows that despite regular handling of the meat, the
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butchers lacked knowledge and practices in terms of meat hygiene. The same results were
obtained in Nepal (Adhikari; et al., 2012), India (Rajesh, 2006), Kenya (Chepkemoi; et al., 2015)
and Ethiopia (Garedew et al., 2015) which revealed that none of the meat handlers or butchers
had any formal training on meat handling hygiene. Also, one of the factors that should not be
underestimated and can explain the high prevalence of food poisoning due to Merguez is the
poor storage habits including the transport time (more than 2 hours after purchase); methods of
storing sausages at home, before and during consumption; and the fact that consumers freeze the

sausage (Hachemi et al., 2019).

Our survey included a total of 261 butchers from ten (10) departments of Algiers, the capital of
Algeria. Although, the departments of Zeralda (16.49%), Dar El Beida (13.40%), El Harrach
(13.40%) and Hussein Dey (13.40%), Draria (12.37%) and Rouiba (10.31%) had more sick
consumers. The high rate of food poisoning observed in these municipalities can be explained by
the distance between these departments and the capital. More precisely, Zeralda, Dar El Beida,
Draria and Rouiba are located far from the center of Algiers (Figure-1). Therefore, there is less
rigorous control. Also, consumers are less aware awareness as is the case of neighboring
departments Algiers center. However, the high rate of food poisoning registered in the
departments of El Harrach and Hussein Dey can be directly related to high agglomeration. Also,
as a hypothesis, (Hachemi et al., 2019) advanced that these two departments have meat supply

services with the two largest slaughterhouses of cattle and sheep.

Regarding the risk factors analysis, our results showed that among the fifteen (15), five (05) risk
factors were found as demographic factors. Concerning the age of respondents, our results agree
with these obtained by (Hachemi et al., 2019) showing that consumers belong to the age category
between 18 to 40 years were most affected by food poisoning with a number of 87/97 (89.69%).
For gender variable, out of 127/438 of men consumers, 25.2% (n=32/127) reported having a
food-borne poisoning after Merguez consumption; against more women consumers (n=311/438)
with only 65 food-borne cases (20.9%) meaning that men (n=32/97; 33.00%) were more likely to
get sick than women. This observation is the same as that observed in the investigation
previously established by (Hachemi et al., 2019). In the survey conducted by (Kassahun and
Wongiel, 2019) in Ethiopia, a total of 35 cases of non-fatal food poisoning were included.
Among risk factors recorded, males (OR=3.57; 95%; CI=1.37-9.32) were significantly
associated with food poisoning. The higher rate among males can be explained by the fact that
the Algerian men tend to eat more sausage than women. This specificity in males is associated

with masculinity and power as explained by (Rozin et al., 2012).
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Thus, to emphasize that the Algerian man eats more outside which is still a risk factor according
to (Hachemi et al., 2019). Further, consumers who live with their families were more likely to
have food-borne illness than those living alone (84.54%). Similar results have been obtained by
(Hachemi et al., 2019) and may suggest again that handling during preparation is one of the main
causes of food-borne poisoning (Chepkemoi; et al., 2015) (Ed-Dra, 2017). For consumers with or
without children, respondents which had children (22.68%) were more affected and more likely
to get food-borne diseases after sausage consumption, perhaps due to a possible negligence from
mothers, consequence of a greater workload. Otherwise, consumers with high-level studies
(92.78%) were more affected and more likely to contract food-borne illness after eating sausage.
(Radulescu and Cetina, 2011) had already shown that highly educated persons have less serious
healthcare concerns than those with lower levels of education (Radulescu and Cetina, 2011).

More, as mentioned in the statements of the federal food safety awareness campaign, there are
four vulnerable populations: the elderly, young children, people with compromised immune
systems and pregnant women. Our results showed that among vulnerable people, immuno-
deficience consumers and woman consumers giving birth were recorded to be the leading risk
factors with (40.19%; OR=3.361; CI=[0.803-2.283]) and (33.33%; OR=2.021; CIl=[1.172-
3.485]), respectively. Similar results had also been advanced by (Murray et al., 2017) with over
75% for each group for populations vulnerable to food-borne illness. In contrast, the Canadian
study had identified the elderly as being at higher risk of food-borne illness than young adults
(Health-canada, 2010). As an explanation, our results can be extremely linked to lifestyle and the

Algerian traditions. A society that gives meat and meat products much more to immune-deficience

persons and women giving birth, as a synonymous of take care.

Regarding the antibiotics use behavior, out of 97 sick consumers, almost half (41.24%) was
received antibiotic therapy as a medicine after food-borne poisoning. Similar results were
revealed by (Awad and Aboud, 2015) with 44.3%. In contrast, (ElI Sherbiny et al., 2019) was
recorded a higher rate of 66.7%, in Egypt. Also, 21.65% of sick consumers were claimed to have
interrupted the antibiotics treatment which remains a very low rate, compared to the rates
advanced in Egypt and Thailand by (EI Sherbiny et al., 2019) and (Saengcharoen et al., 2012)
with 63.7% and 45%, respectively. Further, over half of the sick consumers (52.58%) had
resorted to the process of self-medication with highest self-medication among consumers who
tend to be hospitalized (71.15%). Similar results were registered by (Vaananen et al., 2006) in
Spain with 41% and (El Sherbiny et al., 2019) in Egypt with 32.7%.
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Other studies in Egypt (Abdel Gawad Elmasry et al., 2013), Kuwait (Awad and Aboud, 2015),
and Hong Kong (You et al., 2008) had acquired a low rate of antibiotics use without a
prescription with 29.8%, 27.5% and 9%, respectively. Findings may be explained by ease
purchase of antibiotics in developing countries without prescription (Murray et al., 2017). It has
been estimated that from 20% to 50% of antibiotics use is either unnecessary or inappropriate
(Dellit; et al., 2007) which contributed to the development of antimicrobial resistance (Wutzke et
al., 2007) (Cosgrove;, 2006). Although multidrug-resistant are directly related to the time
patients spend in hospital and the departments to which they were admitted (Abat et al., 2018).
Similarly, 36.54% of hospitalized sick consumers reported taking antibiotics with medical
guidance. From them, 28.85% declared interrupt the therapeutic protocol, which is a significant
part. The inappropriate and excessive uses of antibiotics arise from a interaction between
numerous factors related to patient’s knowledge and attitude, such as patient demand; wrong
habits of self-medication; patients’ experience with antibiotics; and insufficient patient education
(You et al., 2008) (Costelloe et al., 2010). Self-medication can be linked also to poor socio-
economic status, the high cost of doctors' fees and the inaccessibility of health care in certain
regions (Abdel Gawad Elmasry et al., 2013). Many factors could influence doctors’ decisions,
leading them to breach the principles of a good clinical practice (Gualano et al., 2015) (Teixeira
Rodrigues et al., 2013). This situation is more critical in developing countries resulting from
inadequate regulation of the distribution and sale of prescription drugs (El Sherbiny et al., 2019).

CONCLUSION

This study provides current data on the habits of Algerian sausage consumers in terms of
potential risk factors associated with the occurrence of food poisoning as well as the use of
antibiotics after food poisoning for sick and hospitalized consumers. Consequently, this study
revealed that the population of Algiers suffers from an inappropriate use of antibiotics (self-
medication), which must be guided by different strategies: easy access to a health service in
order to monitor the use of antibiotics by health professionals, adopt educational programs for
consumers in order to raise their awareness of the dangers of antibiotic abuse, including bacterial
resistance, as well as the high financial cost, and finally, implement regulations aimed at restrict

unlimited access to antimicrobial drugs.
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Avant-propos




Article 3.

Diversité et caractérisation moléculaire de Staphylococcus spp. isolés des
saucisses crues, hébergeant les genes pvl, tsst-1, mecA et entérotoxines (sea, seb,

sed, see, seg, seh) en Algérie.

Des études épidémiologiques relatives aux intoxications alimentaires ont montré que
les toxines produites par certaines souches de staphylocoques, principalement par
Staphylococcus aureus, sont la deuxiéme cause apres les cing principaux agents pathogenes
d'origine alimentaire (Salmonella, Norovirus, Campylobacter spp., Toxoplasma gondii et
Escherichia coli 0157 (STEC)) (Sergelidis et Angelidis , 2017); (Liao et al., 2018). Jusqu'a
présent, ce genre a été décrit avec plus de 70 espéces et sous-espéces (Ouoba et al., 2019).
Staphylococcus argenteus ainsi que Staphylococcus schweitzeri forment une nouvelle partie
du complexe de S. aureus avec un potentiel entérotoxigénique (Jiang et al., 2018);
(Wakabayashi et al., 2018) et semble étre associés a des infections, mais aucun cas de toxi-
infection alimentaire n'a été signalé a ce jour (Suzuki et al., 2017). Il s'agit d'une maladie qui
résulte de la consommation d'aliments contenant des quantités suffisantes d'une ou de
plusieurs toxines préformées (Fijalkowski et al., 2016) capables de provoquer des épidémies
rapides de maladie en 30 minutes a 8 heures pendant environ 24 heures (Ouoba et al., 2019).
Par conséquent, I'ingestion de 20 ng & 1 pg d’entérotoxines staphylococciques (SES) peut
provoquer des symptdmes comme des nausées, des vomissements séveres, des crampes
abdominales, des maux de téte et de la diarrhée avec une hospitalisation pouvant évoluer vers
la mort chez les groupes vulnérables (nourrissons, personnes agées, patients affaiblis et
personnes atteintes de maladies concomitantes) (Wang et al., 2017). Pour le nombre de
cellules bactériennes nécessaires pour produire des niveaux détectables d'entérotoxines;
certaines études suggerent généralement 10° & 10° UFC par g ou mL de S. aureus dans la
nourriture (Walker-York-Moore et al., 2017).

A ce jour, la capacité pathogéne de Staphylococcus aureus est liée a divers facteurs de
virulence qui peuvent exacerber 1’issue clinique des infections a staphylocoques (Benito et al.,
2015). Elle est attribuée a la combinaison de propriétés invasives, a la production de facteurs
extracellulaires et des génes de résistance aux antibiotiques. Ainsi, S. aureus dispose d'une
grande variété de facteurs de virulence, y compris différents groupes de toxines (Benito et al.,
2014), comme la leucocidine de Panton-Valentine (pvl) qui est une toxine membranaire
staphylococcique a deux composants qui cible les leucocytes (Pu et al., 2010); les toxines
staphylococciques incluent également la toxine 1 du syndrome de choc toxique (tsst-1), les
toxines exfoliatives (ETA a ETD), les entérotoxines staphylococciques (SEs) avec une
activité émétiqgue démontrée et les protéines de type entérotoxine staphylococcique (SEI)
(Chairat et al., 2015 ), alléles régulateurs génétiques accessoires (agr) (Basanisi et al., 2016).
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Toutes les toxines énumeérées ci-dessus possedent une activité superantigénique et ont
été désignées comme superantigenes staphylococciques (SAgs) (Fijalkowski et al., 2016).
Geénéralement, ce sont des protéines staphylococciques de type entérotoxine nommées (SEIs)
et cing entérotoxines classiques connues sous le nom de types SE (sea a see) codees par les
génes SE (Roussel et al., 2015). Le sea et le sed seraient les deux SE prédominants impliqués
dans les cas de maladies d'origine alimentaire, suivis du seb (Velasco et al., 2018).
L'entérotoxine seh est la seule entérotoxine non classique qui a également été impliquée dans
des foyers de toxi-infections alimentaires (Walker-York-Moore et al., 2017). De nombreux
génes SE sont encodés sur des éléments génetiques mobiles (MGESs): phages, plasmides, iles
de pathogénicité de Staphylococcus aureus (SaPl) et fles génomiques portant le cluster de
génes d'entérotoxine (egc) (Wakabayashi et al., 2018). Les éléments génétiques mobiles
peuvent se propager par transfert horizontal de génes entre les espéces de Staphylococcus, ce
qui entraine une diffusion des SE non seulement chez S. aureus mais aussi d'autres
staphylocoques (Wakabayashi et al., 2018).

En termes de menace pour la santé publique, récemment dans les épisodes de toxi-
infections alimentaires, le potentiel entérotoxinogene d'especes de staphylocoques a coagulase
positive et négative a été de plus en plus reconnu dans les enquétes épidémiologiques (Ouoba
et al., 2019). Cependant, la pathogénie staphylococcique n’est pas seulement responsable
d'une grande variété de maladies animales et humaines (Mama et al., 2019) mais peut
également servir de réservoir de génes de résistance (Fijalkowski et al., 2016), favorisant le
transfert de ces déterminants depuis les bactéries non pathogénes aux bactéries pathogenes et
opportunistes (Martins et al., 2013). La nourriture représente un véhicule important pour le
transfert de la résistance aux antimicrobiens en raison de I'utilisation excessive et incontrdlée
d'antibiotiques chez les animaux (Can et al., 2017). Par conséquent, de nombreuses
émergentes et réémergentes bactéries résistantes aux antibiotiques sont devenues la nouvelle
crainte mondiale (Abat et al., 2018).

Récemment, l'isolement de Staphylococcus aureus résistant a la méthicilline (SARM) de
sources non humaines, y compris des denrées alimentaires et des animaux, a été rapporté avec
une tendance croissante (Kwon et al., 2006). Un réel potentiel pour un « échange zoonotique
bidirectionnel » entre les humains et les animaux (Campbell et al.,, 2014). Les pays
méditerranéens, plus particulierement I'Algérie, sont susceptibles de représenter une région
hyperendémique pour les SARM avec une augmentation spectaculaire parmi la communauté
et le corps de santé (Chaalal et al., 2018). Pour le continent Américain, chaque année aux
Etats-Unis, les souches de S. aureus résistantes a la méthicilline sont responsables d'environ
100 000 cas d'infections avec un taux de mortalité d'environ 20% (Safarpoor Dehkordi et al.,
2017). Une situation qui entraine une augmentation de la mortalité, de la morbidité et des
pertes économiques, principalement en raison de la durée des séjours a I'hépital; avec un lourd
fardeau pour la santé publique dans le monde (Zhang et al., 2018); (Lakhundi et Zhang, 2018)
malgré le fait qu'il n'est pas possible de prédire I'épidémiologie de la résistance aux
antibiotiques selon Abat et al. (2018).
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Des genes de resistance chez S. aureus peuvent étre soit dans 'ADN chromosomique soit
dans I'ADN plasmidique. La résistance a la pénicilline est plasmidique et se propage donc tres
rapidement a plusieurs autres souches.

Il est peu probable que la résistance a la méthicilline est chromosomique, et donc sa diffusion
est plus lente mais maintien sa progression (Pesavento et al., 2007). Chez les bactéries Gram-
positives, cette résistance a la méthicilline est due a la production d'une autre protéine de
liaison a la pénicilline (PBP2a) codée par le gene mecA, mecB, mecC ou mecD (Schwendener
et Perreten, 2018). Chez Staphylococcus, les génes mecA et mecC se trouvent sur une classe
unique d'éléments génetiques mobiles, désignee par le chromosome mec de la cassette de
staphylococcus (SCCmec) (Shore et Coleman, 2013). Par conséquent, des souches de
staphylocoques résistantes a la méthicilline sont apparues en raison de l'acquisition de ces
éléments génétiques mobiles (Lakhundi et Zhang, 2018). En 2017, et pour la premiére fois, le
géne mecB et mecD a été détecté chez M. caseolyticus (une bactérie catalase et oxydase
positive apparentée au genre Staphylococcus) sur différentes Tles génomiques appelées I'7le de
résistance de M. caseolyticus (Schwendener et al. ., 2019), mais on en sait relativement peu
sur I'épidémiologie des macrocoques (MacFadyen et al., 2018).

Plusieurs approches d'identification bactérienne et moléculaire ont été adoptées. Pour
I'identification bactérienne de routine, une technique révolutionnaire, appelée la spectrométrie
de masse MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser Desorption lonization - Time of Flight), est
une technologie rapide, peu colteuse et précise (Seng et al., 2009) avec une efficacité élevée
(99,1%) (Biswas et Rolain, 2013). La premiére identification de Staphylococcus spp. était en
2007 (Seng et al., 2010). Concernant la caractérisation moléculaire, de nombreux tests de
PCR ont été développés pour détecter les génes SE dans des souches isolées d'aliments
contaminés (Roussel et al., 2015). Les tests de réaction en chaine par polymérase (PCR) se
sont revélés efficaces et fiables car I'ADN reste intact apres chauffage (Gholamzad et al.,
2015). Les méthodes basées sur la PCR deviennent ainsi sensibles et spécifiques, qui peuvent
détecter des bactéries productrices d'entérotoxines avant leur production.

Depuis lors, S. aureus et le SARM ont eté découverts chez des animaux producteurs
d'aliments et de la viande vendue au détail, ce qui accroit les inquiétudes concernant
I'exposition des humains & travers la chaine alimentaire. Le plus souvent de la viande et des
produits carnés; ont été impliqués dans des incidents de toxi-infections alimentaires attribués
a S. aureus. (Ananou et al., 2005) (Normanno et al., 2007) (Jackson et al., 2013b). De
nombreuses recherches d'actualité ont été menées pour enquéter sur la présence de S. aureus
dans différents types de viandes (Velasco et al., 2018); (Kim et al., 2018); (Jansen et al.,
2018); (Thapaliya et al., 2017); (Shawish et Al-Humam, 2016); (Sergelidis et al., 2015). Les
aliments peuvent transférer trés efficacement les bactéries résistantes aux antibiotiques dans le
tractus intestinal des consommateurs. C'est exactement dans I'intestin que peut se produire le
transfert de génes de résistance entre des bactéries non pathogenes et des bactéries pathogénes
ou opportunistes (Pesavento et al., 2007).
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Dans notre étude, la saucisse est la denrée a laquelle nous nous intéressons; nommée
«Merguez». Il s'agit de la variété de produits a base de viande la plus populaire en Algérie.
Les recherches antérieures sur la sécurité sanitaire des aliments étaient axées sur la
caractérisation de S. aureus et du SARM.

Cependant, malgré I'émergence des Staphylocoques coagulase négative dans différents
aliments; le manque de données concernant le potentiel pathogene et les profils de résistance
aux antimicrobiens de S. aureus et des especes de Staphylococcus non-aureus justifie
davantage d'études pour renforcer la nécessité de revoir leur importance pour la sécurité
sanitaire des aliments et d'établir s'il existe ou non des relations de risques.

Au meilleur de nos connaissances, le présent article est la premiére tentative concernant la
caractérisation moléculaire détaillée, la résistance aux antimicrobiens et la diversité des isolats
de souches de Staphylococci et Macrococcus de Merguez en Algérie; en effet jusqu'a présent,
aucune caractérisation moléculaire ni pour S aureus ni pour I'étude des facteurs de virulence
dans souches de staphylocoques ont été réalisés dans des isolats de Merguez. Par conséquent,
les objectifs de la présente étude étaient (i) d’estimer la distribution de la prévalence dans les
différentes municipalités Algéeriennes pour la diversité de Staphylococcus spp; et les SARM
(mecA / mecC) présents dans la saucisse crue «Merguez», (ii) pour déterminer la présence de
génes de toxines: entérotoxine staphylococcique classique (sea, seb, sec, sed, see et seg), géne
d'entérotoxine non classique (seh) et les génes d'exotoxines: le gene de la toxine du syndrome
de choc (tsst-1) et la leucocidine de Panton-Valentine (pvl) au sein de Staphylocoques
entérotoxinogenes et Macrococcus caseolyticus. De plus, (iii) évaluer certains facteurs de
virulence phénotypiques ainsi que les profils de résistance aux antimicrobiens des isolats de
Staphylococcus
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ABSTRACT

The emergence and re-emergence of antibiotic multi-resistant foodborne bacteria are one of the most important
source of concern worldwide. Recently, Staphylococci spp. and Macrococcus caseolyticus have received increasing
attention due to their possible potential of enterotoxigenicity and dissemination of resistance genes found on mobile
genetic elements. The present study aimed to investigate the diversity of strains using MALDI-TOF MS and their
antimicrobial susceptibility profil. Secondly, to detect virulence factors as mecA/mecC genes, pvl and tsst-1 genes

also, enterotoxigenicity of all strains isolated from raw sausages in Algeria.

Of a total of 84 strains included in this study, 73 (86.90%) strains were identified Staphylococci spp. including S.
saprophyticus (32.87%), S. aureus (28.76%), S sciuri (10.95%), S xylosus (8.21%), S. gallinarum (5.47%), S.
vitulinus (4.10%), and S. equorum, S. lentus, S. haemolyticus, with 2.73% followed by S. warneri (1.36%). The rest
represented Macrococcus caseolyticus with 13.09% (n=11/84). The MSP dendrogram revealed 4 distinct clusters
according to an arbitrary cut-off at the distance level of 500. All S. aureus strains were severely resistant against B-
Lactamines (93.65%). For S. saprophyticus, fusidic acid (62.50%) and doxymycin (70.83%) were the most
resistance recorded. Thus, M. caseolyticus strains were revealed resistance profile against cefoxitin/erythromycin
(63.63%), and clindamycin/tetracyclines (54.54%). There was no resistance to vancomycin. We have detected mecA
gene in 5 methicillin-resistant strains confirmed by PCR, with prevalence of 23.80%. Overall, 66.67% of S. aureus
isolates were positive for at least one of seven enterotoxins genes identified and 19.05% harboured two to four
enterotoxin genes. The predominant ones were seb (38.09%); followed by sea, see, seg, she with (14.28%), and sed
with (9.52%). No isolates harboured enterotoxin genes sec were enregistred. More, a combination of sea and see

genes was recorded with 14.28% among strains isolates.

This study demonstrated that S. aureus and Macrococcus caseolyticus isolates found in Algiers raw sausage had
enterotoxin genes with predominance of seb and see, respectively and demonsrate that not only S. aureus but also S.
haemolyticus, S. sciuri and M. caseolyticus were considred like potential hazard for consumers. The prevalence of
MRSA among the raw sausage tested emphasizes the role of the human and food animal as reservoirs of bacterial
resistance, driving us to study the contamination of raw sausage from farm to fork. Hence, The risk of transmission
of Staphylococci, Macrococcus caseoltyticus and MRSA strains carying different antimicrobial resistance and
virulence genes in raw sausage chain, represents a potential threat for the spread of these pathogens in the

community and should be regarded.

Keywords: Staphylococcus aureus, Macrococcus caseolyuticus, raw sausage, mecA, SEs, tsst-1, pvl, Algeria.
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INTRODUCTION

Epidemiological food poisoning has shown that toxins produced by certain Staphylococci
strains, mainly by Staphylococcus aureus are the second cause after the top five foodborne
pathogens (Salmonella, Norovirus, Campylobacter spp., Toxoplasma gondii and Escherichia coli
0157 (STEC)) (Sergelidis and Angelidis, 2017) ; (Liao et al., 2018). So far, this genus have been
described with more than 70 species and subspecies (Ouoba et al., 2019). Staphylococcus
argenteus as well as Staphylococcus schweitzeri form a new part of S. aureus complex with
enterotoxicigenic potential (Jiang et al., 2018) ; (Wakabayashi et al., 2018) and appears to have
association with infections but no cases of food poisoning have been reported yet (Suzuki et al.,
2017). It’s about an illness that results from the consumption of foods containing sufficient
amounts of one (or more) preformed toxins (Fijalkowski et al., 2016) capable of causing fast
outbreaks disease within 30 min to 8 hours lasting for about 24 hours (Ouoba et al., 2019).
Therefore, ingesting from 20 ng to 1 pug SEs can cause symptoms like nausea, severe vomiting,
abdominal cramps, headache, and diarrhea with possible hospitalization that evolves to death
among susceptible groups (Infants, the elderly, debilitated patients and personss who have
concomitant illnesses) (Wang et al., 2017). For the number of bacterial cells required to produce
detectable levels of enterotoxin; some studies suggest generally 10°~10° CFU per g or mL of S.
aureus in food (Walker-York-Moore et al., 2017).

To day, the pathogenic capacity of Staphylococcus aureus is related to various virulence factors
that can exacerbate the clinical outcome of staphylococcal infections (Benito et al., 2015). It’s
attributed to a combination of invasive properties, production of extracellular factors and
antibiotic genes resistance. Thus, S. aureus disposes a large variety of virulence factors,
including different toxin groups (Benito et al., 2014), such as the Panton-Valentine leukocidin
(pvl) which is a two-component staphylococcal membrane toxin that targets leukocytes (Pu et al.,
2010) ; also, staphylococcal toxins include toxic shock syndrome toxin 1 (tsst-1), exfoliative
toxins (eta to etd), staphylococcal enterotoxins (SEs) with demonstrated emetic activity, and
staphylococcal enterotoxin-like (SEI) proteins (Chairat et al., 2015), accessory gene regulator
alleles (agr) (Basanisi et al., 2016). All the toxins listed above possess superantigenic activity
and were designated as staphylococcal superantigens (SAgs) (Fijalkowski et al., 2016).
Generally, their are staphylococcal enterotoxin-like proteins named (SEIs) and five classical
enterotoxins known as SE types (sea to see) encoded by the SE genes (Roussel et al., 2015). sea
and sed were reported to be the two predominant SEs implicated in foodborne illness cases,
followed by seb (Velasco et al., 2018).
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The enterotoxin seh is the only non-classical enterotoxin that has also been implicated in causing
disease outbreaks (Walker-York-Moore et al., 2017). Many SE genes are encoded on mobile
genetic elements (MGEs) : Phages, plasmids, Staphylococcus aureus pathogenicity islands
(SaPlIs), and genomic islands carrying the enterotoxin gene cluster (egc) (Wakabayashi et al.,
2018). Mobile genetic elements can be spread by horizontal gene transfer among Staphylococcus
species, resulting in diffusion of SEs among not only S. aureus but also other staphylococci
(Wakabayashi et al., 2018).

In terms of public health threat, recently, the enterotoxigenic potential of either positive and
negative coagulase staphylococci species in food poisoning has been recognized in
epidemiological investigations (Ouoba et al., 2019). However, the pathogenicity’s staphylococci
are not only responsible for a wide variety of diseases of animals and humains (Mama et al.,
2019) but also can serve as a reservoir of resistance genes (Fijalkowski et al., 2016), favoring the
transference of such determinants from non pathogenic to pathogenic and opportunist bacteria
(Martins et al., 2013). Food represents an important vehicule for transfer of antimicrobial
resistance because of the excessive and uncontrolled use of antibiotics for animals (Can et al.,
2017). Hence, many emergence and re-emergence antibiotic resistant bacteria has become the
new worldwide fear (Abat et al., 2018).

Recently, the isolation of methicillin resistant Staphylococcus aureus (MRSA) from non-human
sources including foodstuff and animals has been reported with an increased tendency (Kwon et
al., 2006). A reel potential for a ‘‘bidirectional zoonotic exchange’ between humans and
livestock (Campbell et al., 2014). Mediterranean countries, more specialy Algeria, are likely to
represent a hyperendemic region for MRSA with spectacular increase in the community and
healthcare settings(Chaalal et al., 2018). For American continent, each year in the United States,
methicillin-resistant S. aureus strains are responsible for about 100,000 cases of infections with
around 20% mortality rate (Safarpoor Dehkordi et al., 2017). A situation that lead to higher
mortality, morbidity and economic loss, mainly due to lengths of hospital stays ; which have
brought a heavy burden on public health around the world (Zhang et al., 2018) ; (Lakhundi and
Zhang, 2018) despite the fact that it is not possible to predict antibiotic resistance epidemiology
according to (Abat et al., 2018). These genes expressing antibiotic resistance in S. aureus can be
either in chromosomic or in plasmidic DNA. Penicillin resistance is plasmidic, and therefore it
spread out very quickly to several other strains. Unlikely, methicillin-resistance is chromosomic,

and therefore its diffusion is slower than the former, but it keeps going (Pesavento et al., 2007).
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This methicillin resistance in Gram-positive bacteria is due to the production of an alternative
penicillin-binding protein (PBP2a) encoded by either the mecA, mecB, mecC or mecD gene
(Schwendener and Perreten, 2018). In Staphylococcus, the mecA, and mecC genes are found on a
unique class of mobile genetic elements, designated the staphylococcus cassette chromosome
mec (SCCmec) (Shore and Coleman, 2013). Hence, methicillin resistant strains of Staphylococci
appeared due to the acquisition of these mobile genetic elements (Lakhundi and Zhang, 2018). In
2017, and for the first time, the mecB and mecD gene was detected in M. caseolyticus (a
catalase- and oxidase-positive bacterium related to the genus Staphylococcus) on different
genomic islands named the M. caseolyticus resistance island (Schwendener et al., 2019), but,

relatively little is know about the epidemiology of Macrococci (MacFadyen et al., 2018).

Several approaches for bacterial and molecular identification were adopted. For routine bacterial
identification, the revolutionaary one, named Matrix-assisted laser desorption ionization time-of-
flight (MALDI-TOF) mass spectrometry, is a fast, inexpensive, and accurate technology (Seng et
al., 2009) with a high effective (99.1%) (Biswas and Rolain, 2013). The first identification for
Staphylococcus spp. was in 2007 (Seng et al., 2010). Concerning the molecular characterization,
many PCR assays have been developed to detect SE genes in strains isolated from contaminated
foods (Roussel et al., 2015) polymerase chain reaction (PCR) assays were reported to be efficient
and reliable because the DNA remains intact after heating, PCR-based methods are able to detect
genes (Gholamzad et al., 2015) and becomes a sensitive and specific method, wich can detect
enterotoxin-producing bacteria before their production. Since S. aureus and MRSA have been
found in food-producing animals and retail meat, increasing the concern about the exposure for
humans through the food chain. Most frequently meat and meat products ; have been implicated
in food poisoning incidents attributed to S. aureus. (Ananou et al., 2005) (Normanno et al., 2007)
(Jackson et al., 2013). Many topical researches have been conducted to investigate the presence
of S. aureus in different kind of meats as (Velasco et al., 2018) ; (Kim et al., 2018) ; (Jansen et
al., 2018) ; (Thapaliya et al., 2017) ; (Shawish and Al-Humam, 2016) ; (Sergelidis et al., 2015).

Food may transfer antibiotic-resistant bacteria to the intestinal tract of consumers very
efficiently. It is exactly in the intestine that can occur the transfer of resistance genes between
non-pathogenic bacteria and pathogenic or opportunist bacteria. (Pesavento et al., 2007). In our
study, raw sausage is the comodity we are interesed in ; named « Merguez ». It is about the most
popular variety of meat products in Algeria. Previous food safety research were focused on the
characterization of S. aureus and MRSA. However, in spite of the emergence of CNS in different

foods ; lack of data regarding the pathogenic potential and antimicrobial resistance profiles of S.
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aureus and also NSA (Non-S. aureus) species warrants more studies to reinforce the need to
revise their importance to food safety and to establish whether or not relation safety hazards

exist.

To the best of our knowledge, the present paper is the first attempt regarding the detailed
molecular characterization, antimicrobial resistance and  diversity of Staphylococci and
Macrococcus strains isolates from Merguez in Algeria ; in fact that; Merguez has not been the
subject of a molecular characterization neither for S aureus nor an object of virulence’s factors
study in Staphylococcal strains until today. Therefore, the aims of the present study were (i) to
estimate the prevalence distribution within different Algeria’s municipalities of Staphylococcus
spp diversity ; and MRSA (mecA/mecC) present in raw sausage « Merguez », (ii) to determine
the presence of toxins genes : Classical staphylococcal enterotoxin (sea, seb, sec, sed, see and
seg), non classical enterotoxin gene (seh) and exotoxins genes : The shock syndrome toxin gene
(tsst-1) and the Panton-Valentine leukocidin (pvl) in enterotoxigenic Staphylococcal and
Macrococcus caseolyticus. Moreover, (iii) to evaluate some phenotypic virulence factors as well
as antimicrobial resistance profiles of Staphylococcus spp isolates.

MATERIALS AND METHODS

Study area and design of sampling sites

Samples were collected from 10 main cities (with more than 40 municipalities) of Algiers,
Algeria. The sampling process followed three areas ; Area 1 (Beraki, Hussein Dey, Bir Mourad
Rais, El Harrach), Area 2 (Cheraga, Bouzareah, Sidi M’hamed, Bab El Oued), Area 3 (Rouiba,
Dar El Beida, Birtouta, Zeralda, Draria). Samples of the same butchery are taken once, but from

different lots. We collected an average of eighteen samples (n=18) per city.
Sample collection and processing

Between Juin 2017 and November 2019, a total of 230 meat products (Algerian traditional raw
sausage called «Merguez») were randomly collected from butcheries of 47 municipalities located
in urban and peri-urban areas of Algiers, Algeria. All of these raw sausage have been made in
non-industrial environment, characterized by smallscale batch production following a traditional
method. Merguez samples were obtained aseptically from display cases and approximately 500 g
of raw sausage were sent to the laboratory at 4°C for < 2h (Norme ISO/FDIS 17604). In no case
should the sample be frozen. Direct contact with the sample is carried out under strict aseptic
conditions. (1SO 7218, 2003).
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Bacteriological analysis

Isolation and identification of Staphylococcus aureus

Microbiological isolation and identification was performed according to techniques
recommended by the International Organization for Standardization EN ISO 6888 1-2 :1999
using Baird-Parker Agar with egg yolk-potassium tellurite emulsion plates (BP, Pasteur institute
of Algiers) incubated at 37 °C for 24 to 48 h (Wang et al., 2017) without the pre-enrichment
phase. Five presumptives S. aureus typical colonies were subcultured and identified by
conventional methods (Gram staining, catalase test, mannitol fermentation and the ability to
coagulate rabbit plasma) (Simon and Sanjeev, 2007) (Giacinti et al., 2017) followed by the
agglutination test PASTOREX® (OXOID), a latex agglutination test to detect clumping factor,
Protein A and some polysaccharides found in S. aureus. Secondly all strains were analysed using
matrix-assisted laser desorption and ionization time-of-flight mass spectrometry MALDI TOF.
(Chaalal et al., 2018), (Seng et al., 2009) (Pesavento et al., 2007).

Antimicrobial susceptibility testing

Confirmed strains were performed for susceptibility according to the standard disk diffusion
method on Miiller-Hinton agar against the following panel of 16 antimicrobial agents (SirScan,
France): penicillinG (1Ul), cefoxitin (30), oxacillin (1), vancomycin (30), teicoplanin (30),
clindamycin (2), erythromycin (15), pristinamycin (15), gentamicin (10), ciprofloxacin (5),
linezolid (30), fosfomycin (200), doxymycin (30), fusidic acid (10), rifampicin (30), and
trimethoprim/sulfamethoxazole (1.25/23.75) (Charge in pg/disk). Minimum Inhibitory
Concentrations were determined using E- test method (bioMerieux). (Giacinti et al., 2017). The
strains were classified as resistant in accordance with EUCAST(2017) for all antibiotics tested,
except for oxacillin and pristinamycin, which were evaluated according to the EUCAST (2013)
and the doxymycin according to CASFM (2008).

Detection of methicillin-resistance genes (mecA/mecC)

The presence of genes (mecA, and mecC) were tested for all S. aureus strains using real-time
polymerase chain reaction (q-PCR). The strains were subjected to q-PCR protocol using primers
pair and conditions as previously reported by (Li et al., 2015). The mecA/mecC were be
confirmed by PCR analysis as described by (Gomez-Sanz et al., 2010) and (Garcia-Alvarez et
al., 2011), respectively. (Murakami et al., 1991) (Aydin et al., 2010; Normanno et al., 2007;
Rong et al., 2017) . Amplified products were analyzed using 1.5% agarose gel electrophoresis
and visualized by straining with SYBR Safe DNA Strain gel. (Liu et al., 2017).
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Detection of staphylococcal toxin genes

All isolates were tested by PCR analysis for the presence of 7 genes coding for classical
staphylococcal enterotoxins (sea, seb, sec, sed, see, seg, seh) as previously described by
(Johnson et al., 1991) (Mehrotra et al., 2000) and (Omoe et al., 2002), Cited in (Rall et al., 2008).
The genes encoding the toxic shock syndrome toxin gene (tsst-1), and Panton-Valentine leukocin
gene (pvl) were screened by real time PCR using the primers and TagMan probe as previously
described by (Deurenberg et al., 2005; Francois et al., 2004)

Statistical analysis

Collected data was analyzed using IBM R Project software package (Version R-3.4.4.tar.gz).
The Chi square (y?) test was used to assess any significant relationship between prevalence of
MRSA and MRSSA strains, their antibiotic resisance pattern. Also, the prevalence of each SE
gene profile among S. aureus isolates and to determine the difference in proportions of
Staphylococcus aureus among different sources; and in phenotypic and genotypic profiles. P

value of < 0.05 were considered statistically significant.
RESULTS
The strains diversity

All the 84 strains isolated from raw sausage during our study, were identified by MALDI-TOF
MS. The MSP dendrogram (Figure 1) revealed four (04) distinct clusters according to an
arbitrary cut-off at the distance level of 500. Out of 84, 73 (86.90%) strains were identified as
Staphylococci species including S. saprophyticus (n=24; 32.87%) as the most frequently isolated
strains analysed, followed by S. aureus (n=21; 28.76%) the object of our study, S. sciuri (n=8;
10.95%), S. xylosus (n=6;8.21%), S. vitulinus (n=3; 4.10%), S. gallinarum (n=4; 5.47%) and S.
equorum, S lentus, S. haemolyticus, with 2 strains (2.73%) and S. warneri (n=1; 1.36%). The

rest represented Macrococcus caseolyticus strains (n=11; 13.09%).
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As presented in table 1, the prevalence of S. aureus sausage contamination in our study was
twenty-five percent (25%) of the total isolates, including 66.70% (n=14/84) strains isolated from
the first area, 19.00% (n=4/29) strains isolated from the second area, and for the third area,
14,30% (n=3/5) strains were isolated. Samples taken for the three regions are homognenes,
verified by the Chi-square homogeny test and the number of strains isolated is significantly
different between the three (03) areas, with P > 0.05.

MSP Dendrogram
S. lentus (2)

S. sciuri (8)

S. vitulinus (3)
S. lentus (2)

Macrococcus
caseolyticus (11)

S. equorum (2)

S. aureus (21)

S. gallinarum (4)

S. warneri (1)

[

S. xylosus (6)

S. saprophyticus (24)

g— ||| 1 S

[ [ [ [ [ [ [ [ [

1000

90 80 10 600 50 400 0 0 100
Distance Level

Figure 1. The MSP dendrogram MALDI TOF profiles of Staphylococci strains isolated from raw sausage
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267 Antimicrobial resistance of isolates strains

268 The resistance percentages to all tested anibiotics for Staphylococci and Macrococcus
269 caseolyticus are shown in Tableau 1, a and b. Among Staphylococcus spp. strains, out of the 21
270 S. aureus isolates, the results of antimicrobial resistance testing reported a high resistance of S.
271 aureus strains to Beta-lactams (93,65%) with 90.48% (n=19/21) of resistance to penicillin,
272 95.24% to oxacillin (n=20/21) and 95.24% to cefoxitin (n=20/21), which are the most common
273 antibiotic resistance profile from the three areas. In contrast, a very low resistance was found to
274 Erythromycin, and Riphampicin with one resistant strain for each one. Also, there were 4 strains
275 (19,05%) resistant to Fucidic acid, and 3 strains (14.29%) were resistant to Ciprofloxacin. All S.
276 aureus strains isolated were resistant to at least one antibiotic class; 33.33% (n=7/21) of strains
277 were resistant to two antibiotic class, and 19.04% (n=4) were resistant to three antibiotic class.

278  Table 1a. Antibiotic resistance of enterotoxigenic strains isolated from raw sausage in north of Algiers
Antibiotic class  Antibiotic > aureus, S Seturt S. haemolyticus, - M. caseolyticus,
no. (%) no. (%) no. (%) no. (%)
B-Lactams Penicillin G (P) 19  (90.48) (0) 1 (50) 2 (18.18)
Oxacillin (OXA) 20 (95.24) (75.00) 0 (0) 2 (18.18)
Cefoxitin (FOX) 20 (95.24) (3750) 0  (0) 7 (63.63)
Macrolides Erythromycin (E) 1 (04.76) (25.000 0 0) 7 (63.63)
Pristinamycin (PT) 0 0) (0) 0 0) 0 (0)
Quinolones Ciprofloxacin (CIP) 3 (14.29) (62.50) O 0) 5 (45.45)
Fusidic acid Fusidic acid (FA) 4 (19.05) (8750) 0 0) 1 (09.09)
Rifampicin Rifampicin (RA) 1 (04.76) (0) 0 0) 0 (0)
Glycopeptides Vancomycin (VA) 0 0) (0) 0 0) 0 0)
Teicoplamin (TEC) 0 0) (0) 0 0) 1 (09.09)
Lincosamides Clindamycin (DA) 0 0) (0) 0 0) 6 (54.54)
Aminoglycosides  Gentamycin (CN) 0 0) (1250) 0 0) 1 (09.09)
Oxazolidinones Linezolid (LNZ) 0 0) (1250) 0 0) 1 (09.09)
Fosfomycin Fosfomycin (FF) 0 0) (1250) O 0) 1 (09.09)
Tetracyclines Doxymycin (DO) 10 (47.61) 0) 0 0) 6 (54.54)
Sulfonamides Sulphamethoxazole/trimethoprim (SXT) 0 0) 0) 0 0) 0 (0)
ORT 21 (100.0) ) 1 (50) 3 (21.27)
TRT 7 (33.33) (6250) 0  (0) 5  (45.45)
ThRT 4 (19.04) (25.000 0 (0 2 (18.18)
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279 Concerning Staphylococcus Coagulase Negative strains (SCN) (58.14% ; n=52/73), our study
280 revealed a high reistance to fusidic acid were exhibited among most strains. Further, all S.
281 saprophyticus (n=24) showed resistance at least at one antibiotic class ; 45.83% of them were
282 resistant to two antibiotic and 16.66% to multiresistant strains, with predominance of Fusidic
283 acid resistance (62.50%); Beta-lactams (Oxacillin (25%), Cefoxitin (8.33%)), Erythromycin
284 (16.66%) and Rifampicin (4.16%). Thus, 62.50% of S. sciuri strains were resistant to two
285 antibiotic class, mainly liked to fusidic acid, oxacillin, and ciprofloxacin with 87.50%, 75% and
286 62.50%, respectively. The particularity of S. xylosus strains we fact that all of there were
287 resistant to fusidic acid. The rest of Staphylococci isolates, S. haemolitycus, S. equorum, S.
288 vitillinus, S. lentus, S. warneri, and S. gallinarum were susceptibles to antibiotics tested.
289  Table 1b. Antibiotic resistance of enterotoxigenic strains isolated from raw sausage in north of Algiers
Antibiotic class Antibiotic S. sprophyticus S. equorum S xylosus S.vitilinus ~ S.lentus S.warneri S. gallinarum
no. (%) no. (%) no. (%) no. (%) no. (%)  no. (%) no. (%)
B-Lactams Penicillin G (P) 0 0) 1 (50) 1 (1666) 1 (3333) 0 (O o0 (0) 0 0)
Oxacillin (OXA) 6  (25.00) 2  (100) 1 (1666) 2 (6666) 1 (50) 1 (100) O  (0)
Cefoxitin (FOX) 2 (08.33) 2  (100) 0 (0) 0 (0) 0 (0 0 (0 0 (0
Macrolides Erythromycin (E ) 4 (16.66) 2 (100) 0 (0) 0 (0) 0 (0 o (0) 0 0)
Pristinamycin (PT) 0 (0) 1 (50) 0 (0) 0 (0) 0 (O o (0) 0 0)
Quinolones Ciprofloxacin (CIP) 0 0) 0 0) 0 (0) 0 (0 0o O o (0) 0 0)
Fusidic acid Fusidic acid (FA) 15  (6250) 1  (50) 6 (1000 0 (0) 0 © 0 @© 0 ()
Rifampicin Rifampicin (RA) 1 (04.16) O 0) 0 (0) 0 (0) 0 (O o (0) 0 0)
Glycopeptides Vancomycin (VA) 0 0) 0 0) 0 (0) 0 (0 0 (O o (0) 0 0)
Teicoplamin (TEC) 0o 0 (0 0 (0) 0 () 0 © 0 @© 0 ()
Lincosamides Clindamycin (DA) 0 0) 0 0) 0 (0) 0 (0 0o O o (0) 0 0)
Aminoglycosides  Gentamycin (CN) 0 0) 0 0) 0 (0) 0 (0 0o O o (0) 0 0)
Oxazolidinones  Linezolid (LNZ) 0 (0 0 (0 0 (0) 0 (0) 0 (0 0 (0 0 (0
Fosfomycin Fosfomycin (FF) 0 (0) 0 0) 0 (0) 0 (0 0 (O o 0) 0 0)
Tetracyclines Doxymycin (DO) 17 (7083) 0  (0) 1 (16.66) 0 (0) 0 © 0 (0 0 (0
Sulfonamides Sulphamethoxazole (SXT) 0 (0) 0 0) 1 (16.66) 0 (0) 0 (O o 0) 0 0)
ORT 24 (100) 2  (100) 6 (100) 2 (6666) 1 (50) 1  (100) 0  (0)
TRT 11  (4583) 2  (100) 3 (50.00) 0 (0) 0 (0 0 (0 0 (0
ThRT 4 (16.66) 2 (100) 0 (0) 0 (0) 0 (0 0 (0 0 (0
290 ORT = Resistant to one antibiotic class
291 TRT = Resistant to two antibiotic class
292 ThRT =Resistant to three antibiotic class

293
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294  Therefore, For Macrococcus caseolyiticus isolates, mainly resistance was liked to Beta-lactams,
295  macrolides and tetracyclins. 63.63% (n=7) were resistant to cefoxitin/ erythromycin, followed
296 by clindamycin/doxymycin with 54.54% (n=6); and ciprofloxacin with 45.45% (n=5).
297  Macrococcus caseolyticus trains tested were resistant to two antibiotic class with 45.45%, and

298  36.36% were multiresistants to three or more antibiotic class.
299 MRSA/MSSA occurrence and antibiotic profil

300 The distribution of MRSA in this study showed that all of them were isolated from the same area
301 (Table 2.). Among first area strains, out of 14 Staphylococcus aureus isolated, five (05) were
302 mecA with a rate of 35.71%; with a very significant value P= 0.016 (<0.05) compared to the
303 other two areas; to note that samples taken for the three areas are homogeneous ; verified by khi?
304 homogeneity test with P > 0.05. Also, the rest of strains, even belongs to area-2 and -3, were

305 MSSA.

306  Tableau 2. Occurrence, genotypic profiles of S. aureus (MRSA/MSSA) identified in raw sausage

Cities No. Of 8. aureus MSSA MRSA
(N=10)  strains  No. (;%) of No.(%)Of+ PVL TSST-1  SE gene (No. strain) No.Of+  PVL TSST-1  SE(N)
Areal 50 14 (66.70) 9/14 (42.86) sea, seb, sed, seg, see, .14 (3571)  + ; sea, seb,
seh (8) see, seh (6)
Area2 29 4 (19.00) 4/4 (19.05) - - seb (3) 0 (0.00)
Area 3 05 3 (14.30) 3/3  (14.29) - - seb sed seg (4) 0 (0.00)
Total 84 21 (25.00) 16/21 (76.20) - - 5/21 (23.80) - -
307 + = Positive ; MSSA = methicillin-sensitive Staphylococcus aureus ; MRSA = methicillin-resistant Staphylococcus aureus ;
308 tsst-1= Toxic-shock syndrome toxin ; pv/=Panton-Valentine leukocidin ; N= Strains number; - = not detected
309

310 The five (b) isolates were harbored the mecA gene ; thus were confirmed Methicillin-Resistant
311 Staphylococcus aureus (MRSA) with prevalence of 23.80% all belong to the Area 1 (Table 2.).
312 Despite the absence of methicillin resistance among Staphylococci strains, also for Macrococcus

313 caseolyticus.

314 Of the 21, the remaining 16 isolates of S. aureus (76.20%) were Methicillin-Sensible
315 Staphylococcus aureus (MSSA) carriers. The most virulent strains harboring MecA, hosts pvl
316 gene. In contsrast, the tsst-1 gene has not been found among MRSA strains but those methicillin-

317 sensitive from the same area.
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318  Tableau 3. Phenotypic and genotypic characteristics of MRSA isolated from raw sausage
Strains (Réf.) Site (s)* mecA SE(s) tsst-1 pvl  Antibiotic class  Antimicrobial resistance**
MRSA 1 (14) HUSSEIN DEY + Sedlseg ORT P-OXA-FOX
MRSA 2 (24) BIR MOURAD RAIS + Seh + TRT P-OXA-FOX-FA
MRSA 3 (28) BIR MOURAD RAIS + _ - - ORT P-OXA-FOX
MRSA 4 (60) BERAKI + Seb TRT P-OXA-FOX-CIP
MRSA 5 (61) BERAKI + Sea/ seb/ see /Seh ThRT P-OXA-FOX-CIP-FA
319 ORT= resistance to one antibiotic class ; TRT= resistance to two antibiotic class, ThRT = resistance to three antibiotic class
320 *Area-1 ** Multiresistant MRSA (resistance to three or more antibiotics)
321 MRSA= Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus ; SE(s) = staphylococcal enteroxins. tsst-1= Toxic-shock syndrome toxin ;
322 pvl = Panton-Valentine leukocidin. Antimicrobial abbreviations are as following : P= penicillin ; OXA= oxacillin ; FOX= cefoxitin ;
323 VA= Vancomycin; TEC= Teicoplamin; DA= Clindamycin; E= Erythromycin; PT= Pristinamycin; CN= Gentamycin; CIP=
324 Ciprofloxacin ; FF= Fosfomycin ; DO= Doximycin ; FA= Fusidic acid ; SXT= sulphamethoxazole/trimethoprim ; RA= Rifampicin.
325
326 According to the antibiogram, all MRSA isolates were resistant to two or more antimicrobials
327 drugs (Table 2). Among the five (05) MRSA isolates, antibiotic resistance testing showed that in
328 addition to the resistant to Beta-lactams, 3 MRSA (60%) were resistant to Fusidic acid and/or
329 Ciprofloxacin. Thus, have multidrug resistant MRSA strains. It is interesting to note that
330 nevertheless, no resistant to vancomycin were detected and no isolates carried the mec C gene.
331  Enterotoxins genes detection
332 PCR revealed that one or more toxins genes were detected. All of toxins genes were present
333  except the sec gene (sea, seb, sed, see, seg and seh) in strains analysed (Table 2., 3., and 4.)
334  with variable combinations. For Staphylococcus aureus, a high prevalence of enterotoxigenic
335  strains carrying toxins genes (n=14/21; 66,67%) were registred, harboring any toxin’s gene.
336 Therefore, (9.52%, n=6/63) of Staphylococci were enterotoxigenic. The predominance of
337  enterotoxigenic strains were among Macrococcus caseolyticus with 36.36%.
338 One MRSA strain was harbored the gene encoding Pvl. Despite, none of the MRSA strains
339  harbored tsst-1 gene, but it was found in one MSSA strain. In contrast, 33,33% (n=7) of S.
340 aureus isolated, do not have the toxins genes. S. aureus were multi-enterotoxin genes carries
341 (more than one enterotoxin). Across all isolates the most identified enterotoxin profiles were
342  seb (n=8, 38.09%), followed by sea, see, seg, and seh with 3 isolates for each (14.28%). Also,
343  four toxins genes (sea, seb, see and seh.) were identified among MRSA strains with one
344  harboring all the four genes in the same time (Table 3.)

345
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The most area affected by the greatest type of enterotoxins genes, was the first one, with all type
SEs except sec ; followed by the third one, with just three type of SEs (seb, sed, and seg). In the
second area, there were just the seh enterotoxin gene. All MRSA strains synthesized SEs (sea,
seb, sed, see, seg and seh) with a predominance of seh and seb; all belong to the first area.
Among MRSA strains isolated, one was not only multi-resistant drug but multi-enterotoxin

genes carries. Also, finding seh gene coincided with the presence of pvl gene, always for MRSA

strains.
Concerning the reste of strains, only see toxin gene and toxic-shock syndrome toxin (tsst-1)
were isolated from non Staphylococci aureus. Once from each S. haemolyticus (n=1/2) and S.

sciuri (n=1/8) for see toxin gene and fourth among Macrococcus caseolyticus (4/11) representing
20% of all strains harboring toxin genes. Our study showed that the majority of S. aureus isolates
(66,67%, n=14/21) were enterotoxigenic strains, harboring any toxin’s gene against 9.52%
(n=6/63) of non S. aureus strains (Table 5.). Thus, S. sciuri, and in addition to see gene, out of

the eight strains, one of them contained tsst-1gene toxin.

Table 4. Virulence genes (enterotoxinic genes) identified in strains isolated from raw sausage samples

Class of toxin Gene Enterotoxigenic strains, n (%)
S. aureus M. caseolyticus S. haemolyticus S. sciuri
(N=21) (N=11) (N=2) (N=8)

Entertoxins sea 3 -

seb 8 -

sec - -

sed 2 -

see 3 4 1 1

seg 3 -

seh 3 -
Toxic-shock syndrome toxin tsst-1 1 - 1
Panton-Valentine leukocidin pvl 1 -
Any toxin's gene 14 (66.67) 4 (36.36) 1 (50) 1(12.5)
None 7(33.33) 7 (63.63) 1 (50) 7 (87.5)
Total of enterotoxigenic strains n/N 14/ 21 (66.67%) 6/ 63 (9.52 %)

(%)

(N)= Total of strains isolated (n) = number of strain positive for this gene profile. - = no isolates positive for this gene profile
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DISCUSSION

The meat and meat products contaminated with S. aureus is the most common foodstuff in the
world exposing consumers at the risk of outbreak and serious economic consequences
(Kadariya et al., 2014; Wang et al., 2017). In addition, coagulase-negative stapylococci has
recently become increasingly recognised because of their association with foodborne poisoning
(Batista et al., 2013). This is also the case of resistant Macrococcus caseolyticus especially in
veterinary infections linked to ovine abscesses and bovine mastitis (MacFadyen et al., 2018).
Although many researchers have previously reported the presence of S. aureus in various
foods. The most studied are meat and dairy products with a real lack of scientific publications
about sausages, in Algeria and around the world. Thus, as far as the authors know, our study is
the first molecular epidemiological survey about traditional sausage « Merguez » in Algeria. In
the present investigation, 25 % of sausages evaluated were affected by S. aureus. Our results
were supported by sausage study in Algeria (Hachemi et al., 2019), Saudi-Arabien (Shawish
and Al-Humam, 2016) with 25.22% and 30%, respectively, whereas was higher than that in
Italy (Ranucci, 2004) with (11.77%) and lower than that found in Morroco (Ed-Dra et al.,
2018) and USA (Thapaliya et al., 2017) with 50% and 42.30%, respectively.

Furthermore, our findings agreed with many meat reports, such as (Chaalal et al., 2018) in
Algeria with (29.40%), (Ge et al., 2017) (24.50%) in Greece ; (Pesavento et al., 2007)
(29.41%) in Italy; (Safarpoor Dehkordi et al., 2017) (26.31%) in Iran, and (Osman et al., 2015)
(23.10%) in Egypt. In national studies, similarly results were reported in dairy products by
(Akkou M. et al., 2016) ; (Chaalal et al., 2018) and (Matallah et al., 2019). In contrast to above
results, the prevalence obtained was higher than those found in Egypt (12%) (Osman et al.,
2017) , (16.60%) (Seedy et al., 2017), in Nigeria (9.15%) (Ndahi et al., 2014), in China (1.8%)
(Wang et al., 2017), in Greece (18%) (Sergelidis et al., 2015), in Spain (7%) (Benito et al.,
2014), and in Italy (9.79%) (Normanno et al., 2007) (11.77%) (Ranucci, 2004) ; despite that in
Georgia (Jackson et al., 2013) and in Turkey (Arslan and Ozdemir, 2017) prevalence registred
was the highest with (63%) and (42.50%) respectively. Returning to our study, S. aureus count
was high than the maximum tolerable microbiological limit for raw sausages according to

microbiological criteria regarding sausage (Algerian Food Codex., 2016) (commission.;, 2005).

A wide range of S. aureus prevalence and contamination level in sausage was found in this
study, indicating variation in S. aureus occurrence among the ten (10) Departments stadied of
Algiers with highest prevalence found in areal (42.86%). The different prevalence might be
attributed to the geographical location due to the fact that this region represent popular region
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with a high agglomeration area. Nevertheless, the source of S. aureus contamination could be
multifactorial and differ greatly between countries and even between cities in the same country
especially the underdeveloped world. The presence of S. aureus in traditional sausage
« Merguez » may indicate a contamination of meat origine (Animal-origin) or/and a possibly
failure in hygiene or recontamination due to insufficient hygienic and sanitary practices
(Sergelidis and Angelidis, 2017) (Gutierrez et al., 2012) (Gounadaki et al., 2008). Several
conditions attest the poor hygienic quality of raw sausage, possibly due, upstream, to either
carcass contamination with intestinal contents during slaughtering, or slaughter-house
sanitation (Odetokun et al., 2018), to uncontrolled processing, storage, handling and poor
personal hygiene specially that S. aureus is an indicator of hygiene and sanitary conditions in
food industries (Simon and Sanjeev, 2007) (Ed-Dra, 2017) (Hachemi et al., 2019).

The MALDI-TOF MS as a revolutionary technology as well for inexpensive, easier and faster
diagnosis than conventional phenotypic and molecular identification methods (Biswas and
Rolain, 2013)showed great precision (99.3%) in idetification of strains (Mlaga et al., 2017)
which described a varied microbiota (Figure 1.) as reported by (Ouoba et al., 2019). Thus, the
biodiversity showed greater rate of S. saprophyticus (32.87%) which was the predominant
species followed by S. sciuri (10.95%) and S. xylosus (8.21%). Our results were similar than
those recorded by (Corbiere Morot-Bizot et al., 2007) and (Talon et al., 2008) in Italy and
Belgium, respectively. Also, studies of (Osman et al., 2017; Osman et al., 2015)As a
hypothesis, this is probably due to the kind of meat product (Soares Casaes Nunes et al., 2015).
Moreover, S. saprophyticus has been described as emerging opportunistic pathogens and
frequent contaminant of sausages and raw meats (Leroy et al., 2010). In animals, it has been
isolated from rectal swabs of cattle carcasses and pigs. Contrariwise, in humans, the reservoir
of S. saprophyticus is the gastro-intestinal and urinary tract (Coton et al., 2010; Mlaga et al.,
2017). Other Staphylococci species isolated in the present study are mainly associated with the
dominant species in human skin and occasionally isolated from the skin of domestic animals
(Hosseinzadeh and Dastmalchi Saei, 2019). Species as S. xylosus, S. lentus, S. haemolyticus
and S. warneri are commonly use as commercial starter cultures for sausage manufacturing and
the most common species found (Ouoba et al., 2019). Although, the presence of these species
in food should be taken seriously concerning possible contamination of the starter inoculum
and/or improvements in the sausage manufacturing process (Soares Casaes Nunes et al., 2015).
Especially that the antibioresistance rates of Staphylococci spp. recorded is increasingly

important which is similar than findings revealed by (Fijalkowski et al., 2016). Furthermore,
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considering Macrococcus caseolyticus prevalence and the rates of resistance recorded in our
study, future work, especially to detect mecD gene, should be acheive since it is considred as a
potential reservoir of methicillin-resistance determinants that may transfer to the closely-related

but more pathogenic staphylococci (MacFadyen et al., 2018).

In addition, known for its multidrug resistance (Rong et al., 2017), S. aureus infections are an
important cause of morbidity and mortality in animals and may be involved in zoonotic
transmission (Gucukoglu et al., 2013). Furthermore, recently, Methicillin-Resistant S. aureus is
increasing in an alarming rate and became a significant public health concern (Pesavento et al.,
2007), (Antonanzas et al., 2015). Our study showed that 100 % of S. aureus exhibited
resistance to at least one of the antibiotics tested. Moreover, 19.04 % were resistant to three or
more antibiotics « Multi-Drug Resistant ». (Thapaliya et al., 2017) ; (Ge et al., 2017), reported
the same rate for beef products in USA and dairy milk in Algeria (Akkou M. et al., 2016). In
contrast, (Wang et al., 2017) and (Chaalal et al., 2018) found high paaercentage with 39.10%
and 33.30% respectively ; however, a high levels of Multi-drug resistant isolates were registred
in Greece (59.30%) (Sergelidis et al., 2015) , and Morocco (69.84%) (Ed-Dra et al., 2018).
Resistance to Tetracyclines, Oxacillin and Penicillin were common among S. aureus isolated
(Pu et al., 2010) (Jackson et al., 2013). Our antimicrobial analysis showed that the highest
resistance among all antibiotics tested, was against Beta-lactams with 93.65%. Peninillin
(90.48%), followed by Oxacillin (95.24%), and Cefoxitin (95.24%) remain the most common
with high prevalences. In second place, resistance was recorded against Fusidic acid (19.05%)
and Ciprofloxacin (14.29%). Our results for Tetracyclines resistance concord with several
earlier reports from sausage (Ed-Dra et al., 2018) and different meat products (Wang et al.,
2017), (Seedy et al., 2017), (Akkou M. et al., 2016), (Sergelidis and Angelidis, 2017), (Ge et
al., 2017), (Pu et al., 2010) and (Alibayov et al., 2014). In contrast, (Aydin et al., 2011) found
8.33% in Turkey sausage, low rates were also recorded in meat and meat products in Italy
(25%) (Pesavento et al., 2007), in Turkey (22.20%) (Arslan and Ozdemir, 2017) and cow milk
in Algeria (Akkou M. et al., 2016).

More, our findings for Oxacillin resistance were similar than that registred in Italy and Algeria
(Pesavento et al., 2007), (Chaalal et al., 2018). However, sausage studies established by Ed-Dra
et al. (2018) And Aydin et al. (2011) (Ed-Dra et al., 2018), (Aydin et al., 2011) were registred
no resistance for Oxacillin ; similar situation for meat studies by Arslan et al. (2017) (Arslan
and Ozdemir, 2017). Other researchers have found very low resistance such as (Wang et al.,
2017), (Ge et al., 2017), (Pu et al., 2010). Moreover, high resistance againt Penicillin was
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exhibited in our study with 90.48 % which is nearly similar with rate found by (Aydin et al.,
2011), (Alibayov et al., 2014), (Wang et al., 2017), (Seedy et al., 2017), (Ge et al., 2017) and
(Arslan and Ozdemir, 2017). Earlier studies in sausage in Morocco (Ed-Dra et al., 2018) and in
Italian meat (Pesavento et al., 2007) ; were found a low resistance. In the second position, low
resistance rate of Erythromycin and Rifampicin resistance were recorded, which was similar
than many studies (Pesavento et al., 2007), (Pu et al., 2010), (Chaalal et al., 2018) and (Seedy
et al., 2017). Noting that (Sergelidis et al., 2015; Wang et al., 2017) were found high resistance.

Further, no resistance was recorded to Vancomycin, Teicoplanin, Clindamycin, Fosfomycin,
and SXT were recorded in our study; which is consistent with several meat products studies
(Pesavento et al., 2007), (Pu et al., 2010), (Aydin et al., 2011), (Sergelidis et al., 2015), (Arslan
and Ozdemir, 2017), (Ge et al., 2017), (Wang et al., 2017), (Seedy et al., 2017), (Chaalal et al.,
2018) and even in Algerian raw milk (Akkou M. et al., 2016). The case of Fusidic acid
(19.05%) is important compared with (Ed-Dra et al., 2018) and (Chaalal et al., 2018). However,
lack of resistance to Gentamyecin in our study was different than results registred in Algeria
(Chaalal et al., 2018) with 39.3%.

For the methicillin resistance profil, five (05) isolates were harbored the mecA gene ; and were
confirmed Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus (MRSA) with prevalence of 23.80% all
belong to the eastern periphery of Algiers (Area 1). The remaining 16 isolates of S. aureus
(76.20%) were Methicillin-Sensible Staphylococcus aureus (MSSA) carriers. No isolates
carried the mecC gene. Thus, we report for the first time in Algeria a high recovery of S. aureus
and the presence of mecA carrying MRSA strains found in raw sausage « Merguez ». These
data suggest that raw sausage samples were contaminated, possibly originally or during
processing of the meat, and may present a source of MRSA for consumers and others who
handle raw meat. Similar level of S. aureus prevalence was reported by reports such as:
(Ranucci et al., 2004) with 21,1% ; (Thapaliya et al., 2017) with 27.8%, and (Aydin et al.,
2010) with 14,4%. PVL-positive (1.9%) (Thapaliya et al., 2017) and (4.5%) carried mecA and
(Aydin et al., 2010) with no MRSA strains.

Our report was less than those reported by (Shawish and Al-Humam, 2016) with 30%. To note
that the presence of MRSA in North of Africa has been previously reported from raw milk and
poultry meat us described by (Chaalal et al., 2018) and (Chairat et al., 2015) with 21,5% and
1,2% of MRSA, respectively. « Merguez ». Also, in contrast with the study conducted by
(Fijalkowski et al., 2016) our study had enregistred the absence of methicillin resistance gene

mecA among Staphylococci spp. and Macrococcus caseolyticus strains.
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In addition, the study of enterotoxinicity of S. aureus has showed that the percentage of
enterotoxigenic strains was considerably higher (66.67%) with predominance of seb toxin gene
followed by sea, seg, seh and see. Similar result was carried out by (Wang et al., 2017). In
contrast, (Gutierrez et al., 2012) was recorded a predominance of sea, seg and seh, with no see
and seb toxin genes. For (Aydin et al., 2011), the majority of S. aureus isolates (more than
53%) were non-enterotoxinic with predominance of sea and sec toxin genes. Concerning
Staphylococci and Macrococcus caseolyticus strains, our study was registed that
enterotoxinicity was related only to S. haemolyticus and S. sciuri which were harbored gene
coding for see toxin.The tsst-1 gene was also be detected in S. sciuri. Similar results were
found by (Soares Casaes Nunes et al., 2015) with S. sciuri coding for sed and sei genes. In
contrast, study carried out by (Fijalkowski et al., 2016) could not isolate any toxin genes,
whereas, in the study carried out by (Wang et al., 2017) see toxin gene could not be isolated. In
this study, S. aureus strains were related to toxin genes located on chromosomes, however,
Staphylococci spp and Macrococcus caseolyricus were linked to toxin genes located on phages.
This findings confirm the possible acquisition of virulence factors among Staphylococcus spp.

other than S. aureus.
CONCLUSION

The findings of this first report about the molecular characterization, diversity and
antibioresistance profile of Staphylococcus spp. and Macrococcus caseolyticus isolates in raw
sausage in Algiers, demonsrate that not only S. aureus but also S. haemolyticus, S. sciuri and M.
caseolyticus were considred like potential hazard for consumers ; as well by their virulence as by
their high antimicrobial resistance. More, our study dictate a high prevalence of enterotoxinic S.
aureus in sausage, with predominance of seb toxin gene. Therfore, Staphylococci spp. and
Macrococcus caseolyticus have the ability to code for toxins, mainly see toxin gene which
requires vigilant food safety and necessite enforcing hygienic practices. The prevalence of
MRSA among the raw sausage tested emphasizes the role of the human and food animal as
reservoirs of bacterial resistance, driving us to study the contamination of raw sausage from farm
to fork. Hence, the risk of transmission of Staphylococci, Macrococcus caseoltyticus and MRSA
strains carying different antimicrobial resistance and virulence genes in raw sausage chain,
represents a potential threat for the spread of these pathogens in the community and should be
regarded. Furthermore, it is necessary to improve sanitation conditions, and education regarding
the personal hygiene in order to ensure food safety. As perspective, studies might be done to

characterize M. caseolyticus in order to inverstigate their virulence factors.
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CONCLUSION GENERALE

“Once you stop learning, you start dying ”

—— Albert Einstein

L’issu de notre these de doctorat, nous pouvons avancer avec assurance que nos
objectifs tracés au départ ont été tous atteints ; a savoir ; d’enrichir les données épidémiologiques
Algériennes concernant les taux de prévalence de la contamination des saucisses a S. aureus, aussi
de caractériser le profil de résistance aux antibiotiques et le profil moléculaire des souches isolées,
en cherchant les génes de résistance, et les génes codant pour les facteurs de virulence. Egalement,
de réaliser les premiéres enquétes épidémiologiques Algériennes sur le comportement de
consommation de saucisses crues dans le contexte national et de déceler les facteurs de risque ;
aussi bien pour les habitudes de consommation, que pour le comportement d’utilisation des

antibiotiques aprés déclenchement de la maladie.

Nos résultats d’études, ont permis d’avancer un taux non négligeable de contamination a S. aureus
dans la saucisse (25.22%), avec des prévalences trés importantes au niveau de certaines Daira de
I’ Algérois, tels qu’El Harrach et Beraki. Aussi, I’étude a révélée des taux élevés de résistance aux
tétracyclines (58%) et oxacilline (36%), avec un indice de résistance bactérienne (MAR) qui inclut
20 profils > a 0.2. Concernant la diversité microbienne des souches isolées, (86.90%) des souches
étaient des Staphylococci spp. incluant le S. saprophyticus (32.87%), S. aureus (28.76%), S sciuri
(10.95%), S xylosus (8.21%), S. gallinarum (5.47%), S. vitulinus (4.10%), et S. equorum, S. lentus,
S. haemolyticus, avec 2.73% et le S. warneri (1.36%). Le reste a été représenté par Macrococcus
caseolyticus avec 13.09% (n=11/84). A noter que des taux de résistance alarmants ont été
enregistrés parmi les souches de S. saprophyticus, pour I’acide fusidique (62.50%) et le doxymycine
(70.83%). C’était aussi le cas pour les souches de M. caseolyticus qui ont révélé un profil de
résistance  trés  important contre le  céfoxitine/érythromycine  (63.63%), et le

clindamycine/tétracyclines (54.54%).
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L’étude des facteurs de virulence quant a elle, a montré 1’existence de génes d’enterotoxines chez
des especes autres que le S. aureus (S. haemolyticus, S. sciuri et M. caseolyticus) qui nous met
devant une nouvelle problématique, qui laisse penser que les toxi-infections alimentaires présumées
causées par le S. aureus, peuvent également étre la conséquence d’un autre type de staphylocoques,
voir méme Macrococcus caseolyticus ; ce qui ouvre d’autres pistes de recherche. Les génes
d’entérotoxines prédominants étaient le Seb pour le S. aureus, par contre, c’était le see parmi le M.
caseolyticus. Egalement, la caractérisation moléculaire a révélé des Staphylococcus aureus
résistantes a la méthicilline (SARM) ; avec une prévalence de 23.80%; ce qui nous met devant un
vrai danger de santé publique. Un profil moléculaire trés virulent, qui vient appuyer nos résultats

bactériologiques mettant en avant la zone a risque (Beraki, Hussein Dey, El Harrach).

En paralléle, nos enquétes épidémiologiques nous ont fournit pour la premiére fois des informations
concernant les facteurs de risque propre aux consommateurs et d’autres liés au mode de
consommation. Par conséquent, nous pouvons conclure que sensibiliser et éduquer les
consommateurs Algériens aux bonnes habitudes de conservation et de stockage reste la clé pour une
meilleure sécurité sanitaire du consommateur. Surtout que nos résultats ont confirmé le risque accru
pour les personnes vulnérables et le comportement maladroit des consommateurs quant a 1’usage
des antibiotiques (Automédication (52.58%), et interruption d’antibiothérapie (41.24%)) parmi les

consommateurs malades et/ou hospitalisés, ce qui rend le pronostic encore plus grave.

Une situation, qui nous pousse a revoir les codes des bons usages et de bonnes pratiques,
également de retracer les stratégies de veille en ce qui concerne ce type de bactérie pour, minimiser
voir réduire sa propagation aussi bien dans le monde animal qu’humain, a travers une bonne
éducation sanitaire et hygiénique du personnel mais aussi du consommateur afin de changer certains

comportement jusqu’a la inadmissible, et arriver ainsi a une sécurité alimentaire du consommateur.

Finalement, nous pouvons conclure, que ce travail devrait permettre, au fil du temps, de mieux
documenter le risque global du SARM animal pour I’homme et surtout dans le cadre de la sécurité
sanitaire du consommateur. Nous pensons aussi que le risque de transmission animal-homme et
aliment-homme doit étre sérieusement pris en charge dans le cadre de travaux individuels. Il serait
intéressant d’élaborer également des directives nationales afin de lancer des enquétes & grande
échelle, se basant sur des indicateurs du terrain dans le but d’avoir une idée sur la prévalence de
contamination du SARM dans les denrées alimentaires et ce de la fourche a la fourchette, depuis
I’environnement jusqu’aux consommateurs, puis étendre ces enquétes dans un deuxieme lieu a

I’homme soumis aux situations de fortes expositions.
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ANNEXE #2

Liste des principaux facteurs de virulence et régulation par Agr d’aprés (Novick et al., 1993

eenlic it Génes  Localisation Fonction AE Référence
virulence r
Superantigénes
Entérotoxine A sea Phage Intoxication alimentaires, TSS 0 Tremaineetal., 1993
Entérotoxine B seb SaPI3 Intoxication alimentaires, TSS + f;gg'” and Khan,
Entérotoxine C sec SaPl4 Intoxication alimentaires, TSS + Regassaetal., 1991
Entérotoxine D sed Plasmide Intoxication alimentaires, TSS + Zhangetal., 1998
Exfoliatine A, eta Phage Syndrome de la peau
Exfoliatine B eth plasmide ébouillantée +  Sheehan etal. 1992
TSST-1 tst SaPlI1,2 Syndrome du choc toxigque + Recseietal., 1986
Cytotoxines
Hémolysine o hla Chromosome Hémolyse, nécrose + Recseietal., 1986
Hémolysinef hlb Chromosome  Hémolyse, nécrose + Recsei et al., 1986
Hémolysined hid Chromosome Hémolyse, nécrose + Recseietal., 1986
Hémolysinev hlg Chromosome  Hémolyse, nécrose +  Bronner et al.,2000
Leucocidines lukS/F  Phage Lyse des polynucléaires, +  Bronner et al.,2000
Enzymes

Sérine protéase splA-F  Chromosome  Protéase + gggsa“m etal,

) e Arvidson and
Protéase V8 SSpA Chromosome Diffusion + tegmark, 2001
Metalloprotéase, aur Chromosome Enzvme + Arvidson and
auréolysine y tegmark, 2001

s . Arvidson and
Protéase a cystéine  sspB Chromosome  Enzyme + tegmark, 2001
Glycérol ester ep . Said-Salim et al.,
hydrolase geh Chromosome  Diffusion, nutrition + 2003

. . e . Chamberlain and
Lipase lip Chromosome Diffusion, nutrition + Imanoel. 1996
Nucléase nuc Chromosome  Nutrition +  Smeltzer et al., 1993
Coagulase cao Chromosome  Adhésion - Lebeauetal., 1994
Staphylokinase sak Phage Activateur du plasminogéne +  Recsei et al., 1986

Protéines de surface
Protéine A spa Chromosome  Adhésion, anti opsonisation - Recseietal., 1986
Collagen binding cna llot de Fixation 0 Blevins et al.,1999 ;
protein pathogénie Switalski et al., 1989
Fibronectin BPA fnbA -
Fibronectin BPB fnbB Chromosome  Fixation - Jonsson et al., 1991
; McAleese et al.,

g:ﬂmg:ﬂg ;Zggﬂig cliA Chromosome  Fixation 0 2001 ; McDevitt et

clfB al., 1994 ; Wolz et

al., 1996

Polysaccharide de  cap5 . Sau and Lee, 1996 ;
capsuletype5et8  cap8 Chromosome  Anti-phagocytose * Thakker et al., 1998
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ANNEXE #3

Caractéristiques majeures des entérotoxines staphylococciques (Rosec, 1999)

Mature
ORF Length  Precursor SE MW
SE e (bp) lenght (aa)  lenght  (kDa) | SEETETE
(aa)
(Betley et Mekalanos, 1985 ;
A 774 251 239 27,100 /3 Betley et Mekalanos, 1988)
B 801 266 239 28,336 8,6 Johns, Jr. et Khan, 1988
C1 801 266 239 27,531 8,6 Bohach et schlievert, 1987
C2 801 266 239 27,531 7,8 Bohach et schlievert, 1989
C3 801 266 239 27,563 8,1 Hovde et al.,1990
C (bovine) 27,618 7,6 Marrvet al., 1993
C (sheep) 27,517 7,6 Marrvet al., 1993
C (goat) 27,600 7,0 Marrvet al., 1993
Bayles et landolo 1989 ; Chang et
D 777 258 228 26,360 7,4 Bergdoll, 1979
E 774 257 230 26,425 7,0 Couch et al., 1988
G 777 258 233 27,043 57 Munson et a ., 1998
H 726 241 218 25210 565  Honetel 1994 Suetiwong
| 729 242 218 24,928 Nb Munson et al., 1998
J 806 268 245 28,565 8,65 Zhang et al., 1998
K 729 242 219 25539 6,5 Orwin et al., 2001
L 723! 240 215 24,593 8,66 Fitzgerald et al., 2001
M 722! 239 217 24,842 6,24 Jarraud et al., 2001
N 720" 258 227 26,067 6,97 Jarraud et al., 2001
@) 783" 260 232 26,777 6,55 Jarraud et al., 2001
p 783 260 939 26 608 6,19 Kuroda et al., gggé ; Omoe et al.,
Q 729 242 216 25.076 6,60 Diep et al.,
R 780 259 233 27,049 8,76 Omoe et al., 2003
U 783 261 232 27,192 6,20 Letertre et al 2003
U2 771 256 227 26,672 7,20 Thomas et al., 2006
\ 720 239 217 24,997 6,07 Thomas et al., 2006




ANNEXE #4

Schéma des principales études utilisant le MALDI-TOF en routine (Carbonnelle, 2011)

Auteurs Echantillons Identification Identification difficile
Espéce  Genre
Seng et al., 2009 Routine Tous les 83,80% 95,00% Propionobacterium acnes
prélévements de Streptococcus pneumoniae
(n=1660) routine Stenotrophomonas maltophilia
Shigella sp.
Blondiaux et al., Routine Tous les 72,90% 87% Streptococcus du groupe
2009 (n =362) prélévements de viridans
routine Shigella sp.
van Veen et al., Routine Tous les 92% 98,80% Streptococcus pneumoniae
2010 (n =980) prélévements de Bactéries anaérobies
routine
Bizzini et al., 2010 Routine Tous les 93,20% 98,50%  Shigella sp.
(n=1371) prélévements de Streptococcus sp.
routine
Gravet et al., 2010 Routine Tous les nd 98,80%  Corynebacterium sp.
(n =10 000) prélévements de Streptococcus sp.
routine
Bessede et al., 2010 Routine Tous les 97,30% 99% Acinetobacter sp.
(n=1013) prélevements de Streptococcus pneumoniae
routine
Prod'hometal., Sang (n = 126) Hémocultures 77,80% 89,1% S  Streptococcus mitis group
2010 positives spp.
La Scolaetal.,, 2009  Sang (n = 599) Hémocultures 76% 76% Streptococcus sp.
positives Echantillons polymicrobiens
Stevenson et al., Sang (n = 212) Hémocultures 80,20% 80,20%
2009 positives (179) Streptococcus du groupe mitis
Flacons Propionobacterium acnes
ensemencés (33)
Ferroni et al., 2010 Sang (n= 685) Hémocultures 89% 89% Streptococcus pneumoniae
positives (388) Streptococcus du groupe mitis
Flacons
ensemencés (312)
Christner et al., Sang (n = 277) Hémocultures 94,20% 95% Cocci Gram'
2010 positives
Ferreiraetal., 2010  Sang (n = 300) Hémocultures 42,60% 96,6 % S  Streptococcus mutans
positives spp.
Moussaoui et al., Sang (n = 532) Hémocultures 90,00% nd Streptococcus groupe mitis
2010 positives Staphylococcus sp.
Ferreiraetal.,, 2010  Urine(n = 220) Urine positive 91,80% 92,70% Streptococcus sp.

Enterococcus sp.
Raoultella sp.
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LES COMMUNICATIONS
SCIENTIFIQUES




IAFP EUROPEAN SYMPOSIUM

ON FOOD SAFETY

25-27 APRIL 2018

Stockholm, Sweden

PROGRAMME

HELD AT THE BREWERY CONFERENCE CENTRE STOCKHOLM

25-27 APRIL 2018 SWEDEN

ORGANIZED BY
International Association for

\_~/ food Frotection. \yww.FOODPROTECTION.ORG



P1-22

P1-23

Simultaneous Detection of Coliforms

and Escherichia coli Using a Combined
Bioluminescent and Fluorescent Detection
System

Paul Meighan' and BRANDON KATZ?
"Hygiena, Guildford, United Kingdom, ?Hygiena,
Camarillo, CA, USA

Introduction: This study introduces simultaneous detection
of coliforms and Escherichia coli using a combination of
bioluminescence and fluorescence biochemistries in a self-
contained device.

Purpose: The simultaneous detection system for coliforms
and E. coli is designed to make surface evaluation easier
for food manufacturers by combining both detections in one
simple device. The use of both indicator organisms can
triage the likelihood for true faecal contamination in one test.
The measurement of two samples in the same device also
eliminates parallel sampling using two separate chemistries.

Methods: E. coli ATCC 8739 was grown in TSB overnight at
37°C and serially diluted in sterile diluent. 10 pL of dilutions
-4, -5, -6, and a blank were added to a tube containing

500 pL selective enrichment media. Tubes were set up to

be incubated for 6 h and read every 2 h using 500 pL of
bioluminescent coliform detection reagent that was added,
mixed, and read on a luminometer. If the relative light units
are above a pre-set threshold, it signifies a presumptive
positive for coliforms. The positive devices were incubated
longer and visible green fluorescence measured using a 365
nm UV lamp indicating positivity for E. coli.

Results: All dilutions were detected using bioluminescence
and fluorescence at 12 h. Limit of detection for coliform
detection through bioluminescence in this study was
10°CFU/mL with 6 h of incubation. The limit of detection

for E. coli through fluorescence after confirmed coliform
detection was 10°CFU/mL at 10 h incubation.

Significance: The simultaneous detection of both coliforms
and E. coli in a single system using two technologies offers
an advantage in a food protection program. This means that
food processors can act quickly and decisively to eliminate
potential surface contamination and then react to the
confirmation step for E. coli. With further work on media, this
technology could be applied further for strain identification for
Shiga toxin-producing E. coli using PCR.

Population Genetic Structure of Listeria
monocytogenes Strains Isolated from the Pig
and Pork Meat Production Chain in France

BENJAMIN FELIX', Carole Feurer?, Aurelien Maillet*,
Laurent Guillier', E Boscher?, A Kerouanton?,

S. Roussel' and Martine Denis?®

TANSES, Laboratory for Food Safety, University

of Paris-Est, Maisons-Alfort, France, ?IFIP, French
Institute for the Pig and Pork Industry, Le Rheu,
France, SANSES, Hygiene and Quality of Poultry

and Pig Products Unit, University of Bretagne-Loire,
Ploufragan, France, “{UMR 1014, Secalim, UBL, INRA,
Oniris, Nantes, Frances

Introduction: Listeria monocytogenes is a pathogenic
bacterium, transmissible through contaminated food
consumption. The pork meat sector has been hit hard by

L. monocytogenes-related outbreaks in France. Numerous
studies have been carried out to investigate the genetic
diversity of L. monocytogenes pork strains from food or some
food factories, but never from the entire production chain.

Purpose: This study aims to identify the contamination
routes of this bacterium through the global description of the
strains’ genetic diversity in the pork meat production chain.

Methods: We analysed the population genetic structure of
687 strains isolated over 20 years, throughout France and

in three compartments: pig farming (PF), food processing
environment (FPE), and finished food products (FFP). Clonal
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complexes (CCs) were obtained by mapping the PFGE
profiles of the strains. Their distribution was compared
firstly between the three compartments, and then with
CCs obtained from 1,106 strains isolated from other food
production sectors.

Results: The major CCs were not equally distributed among
the three compartments. CC37, CC59, and CC77 strains,
rarely found in the FPE and FFP, were prevalent in the

PF compartment. The two most prevalent CCs in the FPE
and FFP compartments, CC9 and CC121, were rarely or

not found in the PF compartment. No CC was exclusively
associated with the pork sector. CC5, CC6 and CC2 were
found in comparable proportions in all the sectors. The two
most prevalent CCs in all the sectors were CC121 and CC9,
but their distribution was disparate. CC9 was associated with
meat products, while CC121 was not associated with a given
sector.

Significance: The distribution of this ubiquitous bacterium

appears largely influenced by steps in the production chain.
This study provides indications on the ecological decline or
success of L. monocytogenes population along the pig and
pork meat production sector.

A Pilot Study of Ultrasonication Pre-treat-
ment and High-pressure Processing
Affecting Microbial Inactivation and Colour
Attributes of Liquid Whole Egg

ADRIENN TOTH!, Csaba Németh?, Orsolya Pintér-
Nagy?, Jozsef Suranyi® and Laszl6 Friedrich’
'Szent Istvan University, Budapest, Hungary,
2Capriovus Ltd., Szigetcsép, Hungary, 3SZIU,
Budapest, Hungary

Introduction: Ultrasonic processing of a variety of liquids,
drinks, and beverages has generated much interest, with
published papers increasing within this area in recent

years. A combination of ultrasonication and high-hydrostatic
pressure could be used as a combined non-thermal, minimal
processing technology for fluids.

Purpose: This work investigated the impact of ultrasound
(US) pre-treatment combined with high-hydrostatic pressure
(HHP) on colour and microbial inactivation in liquid whole
egg (LWE).

Methods: Homogenized LWE was pre-treated with US
(12.504£0.31 W and 55, 65, and 75% amplitude) for 30 min
prior to HHP treatment (300 and 350 MPa, 5 min).

Results: Our results revealed that colour variation of

LWE was statistically significant (one-way analysis of
variance, a = 0,05), but nevertheless colour difference AE,,
showed maximum visible differences. Increasing treatment
parameters caused decreased microbial cell count;
increased microbiological inactivation was significant and
caused by different treatment parameters.

Significance: Summarising our results shows that
US pre-treatment combined with HHP can provide a
microbiologically safe product while protecting colour
stability.

The First Characterization of the Diversity of
Staphylococcus Strains Using MALDI-TOF
MS and Detection of MRSA Strains Isolated
from Raw Sausage in Algeria

Amina Hachemi’, Khatima AIT Oudhia’

and JEAN-MARC ROLAIN?

'Ecole Nationale Supérieure Vétérinaire, Algiers,
Algeria, ?Aix-Marseille Université, Marseille, France

Introduction: Staphylococci, especially Staphylococcus
aureus, is one of the most economically devastating types of
foodborne bacteria, with high concern for public health and
food safety. It has adjusted to all antimicrobial agents that
have been developed, including developing resistance to
methicillin.
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Purpose: Our objective was to investigate the diversity of
staphylococci species isolated from raw sausages in Algeria
and their susceptibility against 16 antimicrobials, including
B-Lactamines and Vancomycin, with a special search for
methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA).

Methods: Meat samples from 325 Algerian butchers were
identified using MALDI-TOF MS and confirmed as MRSA by
examining the presence of the mecA gene by PCR in real
time and confirmed by PCR standard. Antibiotic resistance
was determined by the antibiotics disk diffusion method.

Results: A total of 88 strains were identified by MALDI-
TOF mass spectometry. We have identified 71 strains of
Staphylococci, including S. saprophyticus (24); S. sciuri

(8); S. xylosus (6); S. vitulinus (3); S. equorum, S. lentus,

S. haemolyticus, S. gallinarum with two strains each;

and S. warneri (1). The rest represented Macrococcus
caseolyticus strains. The main spectrum projection dendro-
gram revealed four distinct clusters according to an arbitrary
cut off at the distance level of 500. All S. aureus were
severely resistant against B-Lactamines, as were S. vitulinus,
S. sciuri, S. xylosus, and S. equorum. All S. saprophyticus
strains were only severely resistant to oxacillin. There was
no resistance to vancomycin. We also detected the mecA
gene in five methicillin-resistant strains confirmed by PCR.
Comparing our strains with previously confirmed human
strains of S. aureus, results suggest human contamination.

Significance: The findings suggest that when present,

S. aureus, and staphylococci in general, were considered

a potential hazard for consumers and require enforcing
hygienic practices. We aim to support the role of the human
and animal as reservoirs of bacterial resistance, driving us
to study staphylococci contamination of raw sausage from
farm to fork.

The Occurrence of Shiga Toxin-producing
Escherichia coli and Antimicrobial
Resistance in E. coli in Selected European
Beef and Sheep Abattoirs

GRO S. JOHANNESSEN', Jannice Schau
Slettemeas’, Elin Rassvoll?, Ole-Johan Ratterud?,
Marianne @kland!, Madelaine Norstrom', Camilla
Sekse’, Sogrun J. Hauge?, Ole Alvseike® and Anne
Margrete Urdahl’

'Norwegian Veterinary Institute, Oslo, Norway,
2Matmerk, Oslo, Norway, 3Animalia, Oslo, Norway

Introduction: Shiga toxin-producing Escherichia coli (STEC)
and antimicrobial-resistant (AMR) E. coli are two zoonotic
pathogens that may be transmitted through the meat
production chain. It is important to have knowledge of the
occurrence of these in abattoirs.

Purpose: The aim was to study STEC and AMR in selected
European beef and sheep abattoirs.

Methods: A total of five composite carcass swab samples
(before chilling) from each of 11 sheep slaughter lines

in Norway, UK, and Spain, and nine for beef in Norway,
Denmark, and Germany were analysed for STEC and AMR,
giving a total of 100 samples. Samples were analysed for
STEC using a modified ISO TS 13136, stx,, using a specific
real-time PCR, and for AMR using methods described by
EURL-AR for extended spectrum cephalosporin-resistant
(ESC) E. coli and carbapenemase-producing E. coli (CPE),
and a selective method for the isolation of quinolone
resistant E. coli.

Results: STEC from the “big five” serogroups were not
isolated from any of the samples tested, but the majority of
the samples were positive for one or more of the genes stx,,
stx,, and eae in screening of the enrichment broths. E. coli
harbouring stx,, of unknown serotype were isolated from
three cattle slaughter lines. E. coli resistant to quinolones
were detected in 17 samples from six abattoirs. Preliminary
results indicate that the resistance is due to chromosomal
mutations, but for one isolate the MIC values for ciprofloxacin
and nalidixic acid indicates plasmid-mediated resistance

P1-27

P1-28

mechanisms. Further, ESC- or CPE-resistant E. coli were
not detected using selective methods.

Significance: The results suggest a low occurrence of STEC
from the “big five” serogroups, and AMR E. coli. E. coli
harbouring stx,, genes were isolated, which may indicate
potential for severe human infection. The presence of
possible plasmid-mediated resistance is a challenge due

to potential horizontal transfer to other bacteria.

Prevalence and Location of Listeria mono-
cytogenes Contamination on Beef Carcasses
in Belgian Slaughterhouses

NIELS DEMAITRE', Koen De Reu', Lieven De Zutter?,
Annemie Geeraerd?, Geertrui Rasschaert’

and Inge Van Damme?

'Flanders Research Institute for Agriculture, Fisheries
and Food (ILVO), Melle, Belgium, 2Ghent University,
Faculty of Veterinary Medicine, Department of
Veterinary Public Health & Food Safety, Merelbeke,
Belgium, *KU Leuven, Department of Biosystems,
Division of MeBioS, Leuven, Belgium

Introduction: Despite the efforts already made by the
sector, slaughterhouses are still confronted with the food-
borne pathogen Listeria monocytogenes in the production
environment and on carcasses. The presence of the
pathogen on carcasses may result in contamination of the
meat, which may lead to economic losses and a risk for
public health.

Purpose: This study on the prevalence and location of

L. monocytogenes on beef carcasses after slaughter should
be the basis for a better understanding of the complex
introduction, persistence, and variable contamination
sources and routes of this pathogen.

Methods: The sampling of 90 carcasses was carried out

in three beef slaughterhouses. A total of 720 cattle carcass
samples were taken just before cooling. L. monocytogenes
was detected and enumerated according to ISO 11290.
Carcass locations assumed to have an increased risk for
contamination were swabbed. The eight following sites (400
cm? each) were sampled: pelvic duct, split surface of neck,
inside throat region, hind leg (medial side), flank (medial
side), brisket, inside foreleg, and shoulder region.

Results: L. monocytogenes was detected in 10% (71 of
720) of the swab samples. Overall, 47% (95% confidence
interval from 36 to 57%) of the carcasses with a variation
from 23 to 73% for the three slaughterhouses were found

to be positive for L. monocytogenes for at least one of the
eight sites. Among the different locations, the inside hind leg
and the inside foreleg represented the highest contamination
frequencies (13 and 12%, respectively). However, the
contamination rate of the different sampling sites was not
significantly different (P>0.05). Across all samples, only five
samples exceeded the lower limit of enumeration (above
-1.3 log,, CFU/cm?).

Significance: The high prevalence of this pathogen high-
lights the need for identifying contamination sources and
routes. The knowledge of the most contaminated carcass
sites is useful in this context.

Foodborne Pathogens: Inactivation

in Protected Designation of Origin Coppa
and Pancetta Piacentina during the Process
and after High-pressure Processing

Paolo Daminelli, ELENA DALZINI, Elena Cosciani-
Cunico, Paola Monastero, Enrico Pavoni and Marina
Nadia Losio

IZSLER, Brescia, Italy

Introduction: Foodborne pathogens such as Escherichia
coli, Listeria monocytogenes, and Salmonella spp. may
occur in dry cured meat products via contaminated raw meat,
ingredients, processing equipment, and/or as a consequence
of post-processing contamination, and they have also been
shown to survive during manufacturing processes.
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